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(S4)-nae: CLOSED SENSE AND ANHSENSE OLIOONOCLEOTIDES AND USES THEREOF 
(54)Tili«s OLIGONUCLEOTIDES FERMES, ANTISENS ET SENS, ET LEURS APPLICATIONS 
(57)AI>stnct 

A novel stnicture of sense and antiseose oligooucleotidcs, namely dosed oligonudeotides. is described. Closed oligonude- 
Glides, advantageously ciroilar oBgonndeoUdes. for example, may be used pbannacolo^lly as """J'' 
Methdds for eliemicaUy and/or bloloricaUy obtaining such molecules are also descnbed. The therapeutic use of the ohgonudeo- 
^^i^^SJ^n^tiav>^Jtt^ problems, including the ptoblem of molecule stability. Anfsense obgonucleofdes 
un?e^o nSdwlSegfadrtion and »e mainly sensitive to exonudeases. TTie dosed antisense olignucleohdes of the invention 
Hie 3e^L"«^ wTftSi enSs and are tberefoic mo« resistant to «ion»dease attacks. THe dosed ohgonudeotjdes can a« as 
antisense fadons and last longer than the conespondmg linear oligonudeotides. Furthermore, dosed antisense oUgonucleotidK 
wM*am dreular or have a complex aecondaiy structure allow the seoondaor and tertiary strudur« of target messenger RNAs to 
be taken iota account For instance, sudi antisense oligonudeotides may be multifundional and mtetact with several regions 
WW* MC not adjacent to tiie targdRNA. Moreover, dosed oligonudeotides may be used accordmg to a "sense"-type strategy to 
KdTp^neally with pn)tein facton having an alTmity for certain RNA or DNA sequences or ««™«"'«V°''su'^«^hI^!^ru* 
he dosedand. in particular, dreular oligonudeotides described here may be used in all cases where it is P«f«able to have avail- 
able an oligonucleotide having increased resistance to exonudeases compared «nU» an oUgnucIeotide which has the same se- 
quence- but is linear. 
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d'obtention de teUes molecules par des voies cliimiques , ^ 

arnime ageitts antisens pu sens souleve P''»*5eu« pmb ernes. dont pnna,«^^ exoBUClSase. Les antisens fcnnes 

Zeotidian.Jsenssontsujetadeg«d.UonnuclWyu^^^^ 

qui fonl I'objel dc la prfaente -^-f ^^^^-^ °^,l^„^Xtidef done agir con,mc fac.e«« antisens avec one 

resisUnce accrue aux attaques exonudeasiques. Les <^"S°n»«»°"* . ^ olieonudeolides antisens fecmes - circu- 

STgrande pe«nmt6 que les ollgonudeolides l.nea.r« ""^^^^^'V^^J'^e^^ ^ et lertiaires des ARN 

laiies ou de «n«ctufe secondaiie complexe - penBCttent de P^"^" " ^^^^ meSaiec plusieun regions non coniigues de 
^sage«cibte.Parexe«ple;de.eUant«^speuv^t«remu^^^^^^^ 

&iS'^r^t:^^^X^^S^^ SSSSp-liSone ...stance .cc«e exonuCases par 
rapport a unoHgonucleoddedcmcmc sequence majslineaire. 
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La presence invention concerne des composes cm type 
oligonucl6otide ainsi que leurs applications. 

^ Les oligonucleotides antisens sont de courtes molecules 
synth6tique d'ADN -ou d'ARN- de s6quence coinpl&nentaire A 
une sequence cible appartenant ^ un g^ne ou a un ARN 
n^essager dont on d6sire bloquer sp^cifiquement 1' expressxon. 
10 Les Oligonucleotides antisens peuvent 6tre dirig6s contre 
une sequence d'ABN messager, ou bien contre une sequence 
d'ADN. Les oligonucleotides antisens hybrident ^ la sequence 
dont ils sont compiementaires et peuvent ainsi b.oquer 
I'expression de I'ARN messager portant cette sequence. 
15 Le terane ^^oligonucleotide" est utilise de fapon generale 
pour designer un polynucleotide en serie - 
desoxyribo-. Lorsqu'il sera question qu'une proprxete 
pa'i^iere liee . I'utilisation d'une serie ^^-xyrxbo- ou 
d'une serie ribo-, on utilisera la denomination co^iete 

„^iAoi-l(le ou oligoribonucieotxde. Un 
20 oligodesoxyribonucieotide ou ox g ^,»,t-a_dire ne 

oligonucleotide peut Stre laonOcatenaire, c est ^ d.re ne 
converter qu'un aligne«e„t de nucleotides, non appar..s a un 
autre chaine, ou bien etre bicatena.re, c est ^ dxre 
comporter des nucleotides appari6s A une autre chalne 
25 roIynucILtidique Deux oligonucleotides -"Pl^-ntaxres 
TorLnt une structure bicatenaire. un o^^^-^^^^^^^^^ 
n^onocatenaire peut cependant presenter des regxons 
^icatenalres par appariements intra-catenaire entre 
sequences compiementaires port6es sur le mSme brin. 
sequences *' „tilis6 ici signifie la formation de 

30 Le terme hybridation utilise xcx y . „ bases 
liaisons hydrogenes entre des paxres de bases 
Lrpierntaires, la guanine et la cytosine formant tro.s 
Tiens nydrogenes, et I'adenine et la thymine en formant 



deux. 
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Les Oligonucleotides antisens sont synthetises par voie 
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Ochimique et comportent fr6quemment des modifications 
alterant le squelette m&ne de la mol6cule ou portent des 
groupement ^6actifs additionnels, localisfes 4 leurs 
extr6mit6s. Ces modifications introduites dans les 
oligonucl6otides antisens ont pour buts soit d'augmenter la 
5 resistance de ces mol6c.les i la dfegradation nuclfeolytique 
soit de favoriser leurs interactions avec leurs ^^^--^' ^^^l 
de permettre des reactions de d6gradation/«odxficatxon 
sp6cifiques des cibles, ABN ou ADN, soit d'accroltre leur 
p6n6tration intra-cellulaire . 

10l.es Oligonucleotides antisens sont -'^^f^^" 

degradations nucieasigues, et principalement . I'actxon des 
ex^ucieases. Les nucleases se trouvent dans tous les 
"Iparti»ents -cellulaires et extra-cellulaxre., en 
paTiculier dans le s^rum- et provoguent une degradation 

X5 rapide de ces »oiecules. Une utilisation pharmacologxgae de 
Molecules antisens impligue la resolution de ces p.oble.es 
de d^radation afin d'arriver i une pharmacocxnet.gue 
:Lis/aisante et done . une perennisation -"^-"-^^^^ 
effets de ces molecules. De no«breuses modifications 

20 c».i»iques permettent aux oligonucleotides -^^-^ 
deven^ resistants aux nucleases. Certaines 
affectent directement la structure ou la nature de la 
i^llson pl^osphodiester (met^ylpt^osphonates, 

pt^osphorot^ioates, oligonucleotides alpha, P^^-P^^^^f^^^^ 

25 pour" citer guelgues exemples, , r^Vs" 
l^addition de groupements de blocage aux extremites 3 et 5 
des molecules (Perbost et al., 1989; Bertrand et a^-'^^^^' 
Bazile et al., 1989; imdrus et al., 1989; Cazenave et al-, 
1989; Zon, 1988; Maher and DolnicX, 1988; Gagnor ec al., 

30 1987; Markus-Sekurar 198'^) • 

pour accroltre I'efficacite des interactions entre un 
oligonucleotide et sa cible, on peut ajouter ^ une --^^^^^ 
de 1' oligonucleotide antisens un groupement xntercalant 
(acridines par exemple) . Enfin, on peut ajouter aux 

35 oligonucleotides antisens des groupements reactifs (agents 
allcylants, psoraienes, Fe-EDTA par exemple) capables de 
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0 provoquer des coupures ou des alterations chimiques 
definitives au niveau de la cible (Sun et al, 1989; Helene, 
1989; Durand et al., 1989; Sun et al., 1988; Helene and 
Thuong, 1988; Verspieren et al., 1987; Sun et al., 19S7; 
Cazenave et al., 1988, 1987; Le Doan et al., 1987; Toulme et 
5 al., 1986; Vlassov et al., 1986). 

Le dernier type de modification classique des 
oligonucleotides antisens consiste en 1' addition de 
groupements modifiant la charge et/ou I'hydrophilie des 
molecules af in de f aciliter leur passage trans-membranaire 
10 (Kabanov et al., 1990; Degols et al. 1989; Stevenson et al., 
1989; Leonetti et al., 1988). 

Toutes ces modifications peuvent evidenment 6tre combin6es 
entre elles. 

15 Toutes les rfigions d'un ABN messager ne sont pas sensibles 
de la m§me facon aux effets d'un oligonucleotide antisens. 
On ARN messager n'est pas une mol6cule lineaire fig6e, mais 
au contraire une mol6cule comportant de nombreuses 
structurations secondaires (hybridations intra-moieculaires 

20 complexes) , tertiaires (repliements et conformations 
particulidres, pseudo noeuds), et interagissant avec des 
nucieoproteines structurales et f onctionnelles (prot6ines 
basiques, complexes d'6pissage, de poly-adenylation, de 
capping, complexe de traduction par exemple) . La 

25 disponibilite effective et I'accessibillte des differents 
regions d'un ABN messager va d6pendre de leurs engagements 
dans ces structurations- Correiativement, I'efficacite d'un 
agent inhibiteur interagissant avec telle ou telle sequence 
va dependre 6galement de 1' engagement de cette sequences 

30 dans une fonction particulifere. Les regions cibles pour les 
molecules antisens doivent 6tre accessibles 4 
1' oligonucl6ot;ide . 

L'utilisation de logiciels de prediction de structures 
secondaires permet de pr6voir des degr6s d' accessibilite 
35theoriques et done d'orienter le choix de cibles pour des 
oligonucleotide antisens. Globalement, les regions les plus 
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0 utilis6es conune cibles sont les sites de dfemarrage de la 
traduction (region de I'AUG initiateur) ainsi que les sites 
d'fepissage (jonctions SD/SA) . De nombreuses autres sequences 
n'ayant pas de fonctionnalit6s particuliferes et non engagfees 
dans des appariement intra-iBOl6culaires se sont av6r6es 

5 fegalement efficaces comme citole pour des oligonuclfeotides 
antisens (voir les exemples cit6s plus loin) . 

Les oligod6soxyribonucl6otides antisens peuvent 6galement 
fetre dirig6s centre certaines rfegions d'ADN bicat6naire 

10 (Sequences homopurines/homopyrimidines ou riches en 
purines/pyrimidines) et former ainsi des triples hfelices 
(Perroualt et al., IWO,- Francois et al.(A), 1989; Francois 
et al.{B), 1989; Francois et al. (C) , 1989; Wang er al., 
1989; Maher et al., 1989; Sun et al.. 1989; Boidot-Forget et 

15 al , 1988; Moser and Dervan, 1987; Dervan, 1986) . Des 
oligonuclfeotides dirigfees ainsi contra I'ADN ont. 6t6 appelfes 
-anti-gftne- ou encore -anti-code". La formation d'une triple 
hfelice, au niveau d'une sequence particuli6re. peut bloqcuer 
la fixation de protfelnes intervenant dans 1' expression d'un 

20 gtoe et/ou permettre d'introduire des dommages irrfeversibles 
dans I'ADN si I'oligonuclfeotide considferfe possfede un 
groupement rfeactif particulier. De tels oligonuclfeotides 
antisens peuvent devenir de vferitables endonuclfeases de 
restriction artificielles, dirigfees a la demande contre des 

25 sfequences spfecifiques. 

L' hybridation entre un oligonuclfeotide antisens et un ABN 
messager cible peut en bloquer 1' expression de plusieurs 
mani^res, 3oit de facon stferique, soit de facon pseudo- 
30 catalytique (Gagnor et al., 1989; Jesus et al., 1988; 

MarJcus-Sekura, 1987) : 

-1' interaction entre I'ARN messager et un 
oligonuclfeotide antisens complfementaire peut crfeer une 
barrifere physique interdisant la fixation et/ou la 
35 progression de protfeines ou de complexes protfeiques 
nfecessaire & la traduction, a la maturation, & la 



wo 92/19732 PCr/FR92/00370 

5 

0 stabilisation ou au transport de I'AFN messager. Ce blocage 
physique aboutira finalement d une inhibition de 
1' expression de I'ARN messager cibl6. 

-I'hybridation entre un ARN messager et un 
oligod6soxyribonucl6otlde antisens va cr6er un substrat pour 

5 la RNase H, enzyme pr6sent dans toutes les cellules 
eucaryotes. La RNase H est un enzyme qui d6grade 
sp6cifiquement I'ARN lorsqu'il est hybrid6 A de I'ADN. 
L' hybridation d'un oligonuclfeotide antisens A un ARN cible 
aboutira done A la coupure de cet ARN cible k 1' emplacement 
10 de cette hybridation, et done A son inactivation d6finitive. 

-Par ailleurs, comme indiqufe plus haut, les 
oligonucleotides antisens peuvent comporter des groupement 
r6actifs capables de produire directeroent des do.jnages 
irr6versibles dans la rool6cules d'ARN cible. 

En ce qui concerne les oligonucleotides antisens dirig6s 
contre I'ADN ils peuvent agir soit en inhibant la fixation 
d'une protfeine de regulation indispensable a 1' expression du 
gene cibie (facteur de transcription par exemple) , soit en 
20 introduisant des dommages irreversibles (coupures. cross- 
links) dans la molecule d'ADN, la rendant inapte, 
localement, pour 1' expression g6netique. 

Les ribozymes sont des molecules d'ARN dou6es d'activites 
25 enzymatiques, capables en particulier de provoquer des 
coupures endonucl6asiques dans des ARNs cibles. Un ribozyme 
peut etre consid6r6 comme un oligonucleotide antisens 
particulier, dou6 d'une activite oatalytique endonucl6asique 
naturelle (Vasseur, 1990; Symons, 1989; Jeffrie and Symons, 
30 1989; Haseloff and Gerlach, 1988; Ohlenbeck, 1987, Symons et 
al., 1987). Typiquement, un ribozyme est constitu6 de deux 
parties, d'une part il comporte une sequence complement aire 
a la sequence cible que I'on desire couper, et d' autre part, 
une sequence catalytique, faisant office de groupement 
35 reactif (Fedor and Uhlenbeck, 1990; Uhlenbeck et al; 1989; 
Sheldon and Symons, 1989; Sampson et al., 1987). II est 



H03SO6j-2OO3! 

7- ..■.a^.w>.«.<,...-^>.. 
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0 possible actuellement, en utilisant un site actif consensus 
d^duit de la s6guence de ribozymes viraux, de couper 
thfioriquement n'iiRporte quel ARN messager, en une position 
d6tenain6e a I'avance CHaseloff and Gerlach, 1988; 
. uhlenbecJc, 1987). Les ribozymes rencontrent les mSmes 
5probl6mes d' utilisation que les oligonucleotides antisens 
dassiques, en particulier en ce qui concerne les phfenomSnes 
de degradation, les ARMS 6tant encore plus senslbles & la 
degradation nucl6olytique que les ADNs. 

10 les Oligonucleotides antisens permettent de bloquer 
specifiquement I'expression d'ARN messagers cellulaxres, par 
exen.ple de messagers de type oncogenique, (Tortora et al., 
1990/ Chang et al., 1989/ Anfossi et al., 1989/ Zh -ng et 
al , 1989/ Shuttlewortb et al., 1988/ Cope and wille, 1989/ 
15 Caienave et al., 1989) et de non±,reux differents ^YPes d'ABN 
messager viraux, provenant de virus aussi varies ^e V^^ 

(Degols et al., 1989; Leonetti et al., 1989), le SV40 
(Western«nn, et al., 1989), les virus influenza (Kabanov et 
. , ^ «i iQfl-7i le virus de I'encepnalo- 
al., 1990/ aerial et al., 1987), ie virus 

#.:*nvar et al . , 1989), I'adenovirus 
20 inyocardite (Sanlcar et ax.# 

. ^ , 4,-1 iQRq) le HSV (Gao et al., 1988) et 
(Miroshnichenko et al., 1989), le ni»v i« 

le HIV (MatzuJcura et al., 1989/ Stevenson et al., 1989, 
MatzuJcura et al., 1988; Goodchild et al., 1988). 

,<iivazr In v±vo I'AKN messager 
Avec des ribozymes, on peut diver m vi o 

25 codant, pour le gene «arqueur CAT {Cameron and Jennings, 
1989), inhlber le processus de maturation de I'ARN n^essager 
d'his^one (Gotten et al.l989/ Gotten and Bimstiel, 1989) ou 
proteger partiellenent la cellule contre 1' infection par 
Hiv-1 (Saxver et al.# 1990). 

30 

Les oligonucleotides peuvent egale««nt Stre utilises dans le 
cadre de strategies de type -sens-. Cette approche consiste 
utiliser un oligonucleotide en serie desoxyribo- ou ribo-, 
monocatenaire ou bicatenaire, de sequence 
35 agent de fixation d'une proteine pr6sentant une af finite 
pour cette sequence et dont on desire diminuer la 
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0 concentration efficace, par competition, & l'int6rxeur des 
cellules. On peut envisager ainsi d'utiliser des 
oligonucl6otides interagissant avec des facteurs de 
transcription, des facteurs d' encapsidations viraux, des 
facteurs de regulation de la traduction, etc... Cette 

5 approche n' est pas encore exploit^ comme I'est la strat6gie 
antisens plus classique. Dans ce cas, le probl&ne de la 
stability des oligonucleotides est egalement un factcur 
important critique pour I'efficacitfe et la p6rennit6 de leur 
action. L' utilisation d' oligonucleotides modifies pour une 
10 telle approche peut se heurter A des probiemes structuraux 
de reconnaissance par les prot6ines. La possibilit6 de 
disposer d'pligonucieotides naturels stables dans le serum 
et les cellules permettrait d' envisager le developpeir -nt de 
nouvelle voies th6rapeutiques cibiees en particulier sur les 
15 facteurs de regulations i affinite pour les acides 
nucieiques . 

Les oligonucleotides antisens, et sens, sont done des agents 
pharmacologiques potentiels, puissants et hautement 

20 specif iques, permettant d'inbiber 1' expression de messagers 
codant pour des produits exergant des effets pathogenes. 
L' utilisation th6rapeutique des oligonucleotides se heurte 
cependant A plusieurs problfemes de type physiologiques, en 
particulier celui de la d61ivrance intracellulaire de ces 

25 molecules et celui de leur sensibillte 4 la degradation 
nucieolytique. L' utilisation de d6riv6s modifies permet de 
sunaonter le problfeme de la sensibllite aux nucleases, mais 
introduit un nouveau probieme, celui de la toxicit6 
eventuelle des modifications chimiques introduites dans la 

30 molecule. 

L' utilisation des oligonucleotides antisens modifies pose en 
effet des probiemes de nature toxicologiques . Si certaines 
des modifications sont r6putees plutOt neutres, la plupart 
ne sont pas denuees de toxicite potent ielle. 
35 Des oligonucleotides antisens modifies chimiquement peuvent 
presenter une toxicite 4 plusieurs niveau, soit directement 
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Cia les effets dss prodults de d^radation. Des nucliotides 
porteurs d. modifications chimiques, at pr4.ents d^s une 
^"ule a une concentration *lev*a pe»v«.t ainsi presenter 
::e toKicit6 -.t Piu. p.rticall.re.«nt un. 9*notoxicit*- non 

' r rrrer-droTr^tSTe; aouxev.. pa. i;e„pioi 

:r:.i:rci^otide, ---c -t^-r .r^ 
::rdrvinatrerr.tr.3 .odi.icatio„s 

iO ^.^e^ introduites dans ies oii^ucl*otides antisens 
pour les rendre resistant aux nucl*asas. 

J il est done 6»ident que »io*ns on 

rstCtr^ll. aa voli^cl^otide. »oins 

^-durrL;".:::^ nt rose pas ou .^u - ^.^^^^^ 

^oxicologie at da pnax„a=ocin.ti^^ ^1 « -^^^^^:^,„„ 
d'une structure modifi*. pouvant donner apris m«al. 
20 des d*riv6s multiples at potentiellem«.t toxiques. 

Tl saralt done avantageux de pouvoir disposer 
;^Xi;:::iUid.a naturals ne co,^^^^^^^ 

. :ro^:::^r:rr =. pX^rant^ependant 

resistance a la dfegradacion. 

- oour oblet tin nouveau type 
L' invention pr6sent6e ici a pour odj resistant 
*.„,r*ural d'oligonuclfeotide antisens, ou sens, resistant 
structural d oligo ^^^^^^.tion de modifications 

J;ues s\\riisa^^^^ Les oligonucleotides faisant 
X^oCit de X' invention ont la particularity ^« /^^-"-'^ ""^^ 
structL fennee, n'offrant pas d'extr..ite disponible . la 
degradation exonuclfeasique. 

De tels Oligonucleotides peuvent etre utilises dans leur 
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0 6tat naturel loais peuvent cependant comporter 6galeinent des 
nucleotides modiflfes, des groupements r^actifs, ou Stre 
associfes physlquement d d'autres molecules ou macromolfecules 
dans le but de renforcer leur efficacit6 d' inhibition, leur 
p6n6tration, leur affinity pour leurs cibles, leur ciblage 

5 cellulaire ou intra-cellulaire, ou pour optimiser toute 
autre propri6t6. 

II. DESCRIPTION DE L' INVENTION 

10 Dans les cellules, et plus encore dans un organisine, dans la 
circulation sanguine par exemple, les oligonucl6otides 
antisens naturels sent sensibles aux nuclfeases . Les 
nucleases sont des enzymes de dfegradation capables de couper 
les liaisons phosphodiester de I'ADN ou de I'ARN, soit en 

15 Introduisant des coupures internes sur des molecules mono- 
ou bicat6naire, soit en attaquant ces mol6cules H partir de 
leurs extrfemitfes. Les enzymes attaquent de fa^on internes 
sont appel6es les andonucl6ases et celles attaquant par les 
extr6init6s sont appel6s expnucl6ases. 

20 

La stability des oligonucleotides antisens -dene leur 
efficacite- peut 6tre consid6rablement augmentfee en 
introduisant diverses modifications chimiqiues les rendant 
resistant 4 la degradation comme decrit ci-dessus. 

25 II est etabli que ce sont les exonucl6ases qui sont la 
principale cause de degradation des oligonucleotides 
antisens dans le s6rum et dans la cellule. Plus 
particulierement, il semble que les exonucl6ases s' attaquant 
d I'extremite 3 'OH soient surtout 4 incriminer dans ce 

30 ph6nom6ne. 

Des modifications apportees & la structure des extremxtfes 
des oligonucleotides antisens peuvent les proteger, bloquer 
les activites des exonucieases, et confferer aux 
oligonucleotides une stabilisation accrue. 

L' invention d6crite ici est fond6e sur l'id6e nouvelle que 
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0 des oligonucl6otides fermfes, ne comportant pas d' extremit6s 
libres, seront done, par d6finition, r6sistants 4 ce type de 
degradation. Des oligonuclfeotides fer«6s, circulaires par 
example, ne pr6sentent pas de substrat accessible aux 
exonucl6ases 3' ou 5' et sont done ainsi stabilises. 

^Plus particuli6rement, 1' invention cgnceme done un agent 
antisens ou sens du type oligonucleotide, earacteris6 en ee 
au'il est constitue d'une ou plusleurs sequence (s) 
d' oligonucleotides monocatenaires dont les extr6mites sont 
10 reliees entre elles par des liens covalents pour former au 
noins partiellement une structure monocat6naire fermee. 

ces agents sont parfois denonm.es el-apr^s oligonucleotides 
fern.es ou oligonucleotides circulaires, dans la mesure oi. ce 
15 type de compose prdsente de preference une ma^orite de 
nucleotides par rapport aux structures non nuel6otidxques . 

I,a definition du terme oligonucleotide a ete donnee 
precedennnent et incorpore aussi bien la serie rxbo- que 
20 Lsoxyribo- naturelle, de »e«e que les modifications de ces 
basefqui seront globale.ent deno:nmees ci-apr.s non- 
naturelles et qui ont egalement ete evoqu6es precedenuuent . 

Le lien covalent peut 6tre une structure covalente non 
2S nLieotidique proteique, lipidique, osidique et/ou une 
structure mixte, comme cela sera explicite -^-P^f^ 
prefere toutefois utiliser une structure covalente 
nucieotidique, e'est 4 dire une liaison phosphodiester . 

30 L' invention concerne des o2.±gonnol^ot:±^es ter^^s. 
circulaires par exemple, n'ayant pas d'extrendtes libres 
Ls con^oses par une suite de bases -cl^-i^^- ^^^^^^^ 
entre elles par tout types de 1^-^^°--' «^ 
preferentiellement par des liaisons de type phosphodxester . 

35 ces bases pourront etre associ6es entre elles par des 
liaisons telles que la distance entre ces bases sera 
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0 d' environ 3 A A 4 A ce qui est la distance que I'on trouve 
dans les n.ol6cules naturelles d'ADN ou d'ARN lorsque les 
liaisons internucl6otidiques sent assur6es par des 
groupements phosphodiesters . Les oligonucl6otides fermes, 
circulaires par exeinple, sercnt compos6s avantageusement de 
5 nucleotides naturels li6s pr6f6rentiellement entre-eux par 
des liaisons phosphodiesters non modifi^es, mais pourront 
6galement comporter des nucl6otides modifies et/ou des 
liaisons modifl6es respectant les distances entre bases et 
perxnettant les rotations axiales h^licales caract6ristiques 

10 des conformations des acides nuclfeiques. Les 
oligomicl6otides ferm6s seront done composes avantageusement 
des bases A, T, G, C, ou U, sous leurs formes d6soxy- ou 
ribonucl6otidiques. Les oligonucleotides ferm6 pourror.c done 
6tre soit des oligod6soxyribonucl6otides, soit des 

15 oligoribonucl6otides, soit des molecules mixtes comportant 
des dfesoxyribonucl6otides et des ribonucleotides. 

sont done comprises dans I'lnvention, toute molecule d'ADN, 
ou d'ARN, -ou mixte ADN/ABN-, monocatfenaire, ferm6e, 

20circulaire ou possfedant une partie circulaire, obtenue de 
facon biologique, chimique, ou par des proc6d6s assoeiant 
les techniques de la chimie de synthase a celles de la 
biologie et de la biochimie, pr6sentant une resistance aux 
exonucieases supferieure A celle d'un oligonucleotide de mfime 

25 sequence mais compietement lineaire, ne pr6sentant pas de 
Structure fermfee. 

Des exeo^les d' oligonucleotides fermes sont presentes dans 
les figures lA A IC, 

30 La figure lA presente des exemples de structure 
d'oligonucieotides antlsens fermes. La figure IB presente 
des exeH?»les de structure d- oligonucleotides sens fermes. La 
figure IC presente une molecule mixte pouvant exercer un 
effet sens et antisens. 

Le nombre de nucleotides unitaires composant les 
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,A ferrafes peut varier dans de larges 

0 oligonucleotides ferraes peuu 

. ^,«.„ooi- entre 10 et 200, mais ce nombre sera 
proportions notamment entre au , „„<.re une 
* ««mnT-is 4 titre indicatlf, entre une 
avantageusement compris, a tiw* 

vingtala. .t une cin<r»ntalne de nucleotides, selon la 
st^l-e d. £er«tu» (circulalre, structure e„ lasso, e. 
5 MUr^.:ructure blcattoaris^e, etc... voir plus loin les 
^ =";tion" des di«.rentes structures,, les utilisations 
descripcio ^^t-i-ARN molfecule antisens anti-ADN, 

(molfecule antisens anti ARN, moie oligonucleotide 
r,ol6cule sens anti-prot6ique) , le type de i ox g 
-dfesoxy ou rlbonuclfeotidique- (antisens simple ou antxsens 
XO r^^z^^e, etc..) et les cibles consid.r.es (^sager, 
^ p^Lager, structure secondaire particuli.re, etc., . 

.es Oligonucleotides fe^a^s Taisant ^'^^^ ^ ^ ^™ 

" ro^inr^CCW^e la thymine et de .uracile <0, , de 

formules g6n6rales pr6sent6es en figure ID. 

.i*«tides fenafes pourront 6galeiiient con5»orter des 
Les oligonucleotides fermes p exen5>le) ou des 

s^rle ribo-- 

- Oligonucleotides ,^.3 r^^restt" 
25 nucleotides »odifi*s J'^"^" pr6sent4es en 

par .xe»ple, "",ero\^„el.otides termes pourront 

'^J: r orr:ier l%roupe„ents .ien connus 

lospJrothioates, les „«nylphosphonates, les 

t !,!tioates les phosphoselonates, les 
30 Phosphorodithioates, ^ Hotons 

^''-■'r^rour le's oli/onucirotldes antisens fer»*s 
::rrd^ontTr«*"ntiel'l.^ des nucUctides naturals. , 
l7'^TZll..^ par des liaison. pnospWiesters non 
35 roodifiees. 
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0 Les oligonucl6otides fermfes pourront comporter des 
nucleotides rfeactifs, capables d'6tablir des liens avec la 
s6quence de la molecule cible complementaire i 
1 ' oligonucleotide . 

5 Ainsi, les oligonucleotides ferm6s pourront porter des 
groupements rfeactifs greff6s sur les nucleotides, coirane par 
exemple des groupements psoraienes, ou d'autres agents de 
pontage ou agents intercalant pouvant r6agir avec la 
sequence de la iool6cule cible complement aire A 
10 1' oligonucleotide (voir les quelques examples non-exhaust if s 
presentes en figure 2) . 

Les oligonucleotides antisens fermes pourront ega\ement 
inclure, parmi les nucleotides falsant partie de la 

15 structure ferm6e, une sequence d'ABN pr6sentant une activite 
catalytique. Ces oligonucleotides circulaires seront ainsi 
des ribozymes circulaires, aux extremites jointes, 
comportant, en plus de la sequence catalytique pouvant etre 
toute sequence d'ARN capable de provoquer une coupure ou un 

20 modification dans une sequence d'ARN cible, une sequence de 
type antisens, coxnpl6mentaire k la sequence cibiee, et 
pouvant etre constltu6e soit d'AKN, soit d'ADN soit d'un 
melange ADN/ARN (figure 3) . 

25 Font egalement partie de I'invention des oligonucleotides 
fermes couples d des molecules permettant d'accroltre leur 
penetration intra-cellulaire, et en particulier des 
groupement lipophiles, des polypeptides ou des proteines. 

30 Les oligonucleotides ferm6s presentent la caracteristique 
principale de ne pas offrlr de substrat aux exonucieases 3' 
et 5', Pour acquerir cette propriet6, la structure la plus 
simple est un oligonucleotide clrculaire, form6e d' une 
succession de nucleotides relies entre eux par des liaisons 

35 phosphodiesters comme schematise plus haut, et pr6sentant ou 
non des appariements intracatenaires (figures lA A IC et 
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0 figure 4) • 

D'autres structures de B.ol6cules fern.6es par une liaison non 
phosphodiester 3'-S' peuvent 6galement 6tre synth6tis6es et 
presenter une resistance partlelle ou totale aux 
5 exonucleases- 

Font 6galement partie de 1' invention des molfecules en lasso 
con^os^es de r^.idus d^soxy ou ribonucl^otidiques et: fer«6s 
3oit par une liaison faisant intervenir soit I'extr6mit6 3 , 
10 soit 1' extremity 5' de la «olfecule (figures lA ^ ^t 
figure 4B) . Dans ces molecules en lasso, la partxe lin6axre 
IZ ne comporter gu'un seul rfesidu nucl6otidique, ou bien 
17". exporter une Ca.ne lat.rale 

plusieurs r^sidus. Dans ces structures, I'un des n-^™- 
X5 tenninaux de ^' -^™^^;^^/;,\,rruer aJTc ITlTsUl 
a!;^ne\ucLnu^lvtne''g^^ 

rigonucLotides pr.sentent une ^^-^'-'-^^''^^IJ^ 
extr^nat. blogu^e. .a resistance aux 

20 partielle, l'extre»it6 libre pouvant faire ^ ^ 
degradation nucieolytique . l*s extre«xtes 5' J JH 
oligonucleotides ne sont pas sensibles de fa.on 

^ l! degradation, I'extremite 3' etant la P^^-/^^^^;' 
oligonucleotide circulaire en lasso, ne presenrant que 

2. I'eLeM.. 5^ libre est protege en granda P^^e jo-re la 
degradation. De plus, les exonuciease pouvant <**^"^-^J-^ 
paLie lineaire du lasso seront arrfitees au niveau du point 
r^anchen^ent. A ce stade, 1' oligonucleotide -t devenu 
^talement resistant aux exonucl6ases 3' et 5', quelle que 

30 "^I'extre^te libre ou branchee initiale^ent. De telXes 
molecules en lasso peuvent comporter des residus 
::cieoti^^^es naturels ou modifies co^ne enonce plus baut 
au paragrapbe precedent. La structure gen6rale des molecules 
en lasso est pr6sent6e en figure lA et figure 4B. 

Font egalement partie de V invention des oligonucleotides 
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0 ferrous en ballon, comme dScrits dans la figure lA, la figure 
IB et la figure 4C. Ces oligonucl6otides sbnt fermfes par une 
liaison chimique correspondant A un pontage intercat6naire 
r6alis6s entre deux nucl6otides internes. Ce pontage peut 
§tre effectufe par le biais d' un nucl6otide r6actif - 
5 photoactivable par exeniple- ou bien en utilisant un rfeactifs 
exog^ne 6tablissant un lien entre deux r6gions appari6es de 
1' oligonucleotide. Un tel oligonucl6otide en ballon ne 
pr6sente qu'un nombre limits, ou pas, de sites substrats 
pour des exonuclfeases. M§me si le ou les pontages fermant la 

10 molfecule oligonuclfeotidique sont pas effectufes au niveau des 
nucleotides terminaux, seuls seront accessibles aux 
exonucl6ases les quelques nucleotides localises de part et 
d' autre du point de pontage, aux extr6inites de la molecule. 
Les exonucieases pourront cliver les liaisons 

15 phosphodiesters reliant les nucleotides des extremit6s non 
coupiees, mais seront arret6es h partir du site de pontage. 
Les nucleotides engages dans le pontage sont resistants aux 
exonuciease, totalement ou partiellement, et protegent aansi 
1' oligonucleotide centre la poursuite de la degradation 

20 nucieolytique. 

Font egalement partie de 1' invention une autre famille 
d' oligonucleotides drculaires refenn6s sur eux-memes par 
I'intermediaire d' une molecule non nucl6ctidique . Ces 

25 oligonucleotides ferm6s possedent une partie de leurs 
structure mol6culaire correspondant 4 une sequence d'ADN ou 
d'ABN dans laquelle les bases sont non inodifi6es, et dont la 
premiere unite nucl6osidique est reliee k la derniere par 
une liaison faisant interve'nir une structure mol6cule 

30 quelconque. Par exemple, les oligonucleotides antisens 
peuvent €tre circularises au moyen d'un couplage entre les 
nucl6otides,.terminaux par une structure proteique ou 
polypeptidique qui seront lies aux unite nucieosidiques 
terminale par tout type de couplage (figure 4) . Font done 

35 6galement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires comportant une partie nucl6otidique et une 
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0 partie prot6ique. L' insertion de cette partie prot6ique peut 
s'effectuer par divers proc6d6s de couplage. La fraction 
protfeique peut 6tre concue pour accroltre I'efficacitfe de la 
molfecule nucl6otidique par diff6rents m6canismes. La partxe 
protfeique pourra, par exemple, favoriser 1' internalisation 
5 de 1' oligonucleotide dans des cellules, permettre de cibler 
6ventuellement certaines cellules en choisissant un 
determinant prot6ique utilisfe. Les coi.5>osants prot6iques ou 
peptidiques utilises dans les oligonucleotides circulaires 
de ce type pourront 6galei«ent etre des mol6cules de 

10 signalisation, permettant un ciblage intra-cellulaire des 
oligonucleotides. Par exemple, on pourra utiliser des 
peptides d'adressage nuclfeaire provenant de protfeines 
naturelles cellulaires ou ^irales. Cet aspect de 1' invention 
consiste done t proposer des oligonucleotides, de structure 

15 nouvelle, et comportant de, con«>oses susceptibles de reagir 
specif iquement avec des recepteurs partxculiers de la 
surface membranaire de la cellule, d'etre intemallsees par 
les dites cellules, et d'exercer leur activite biologxgue e 
l^int^rieur de la cellule. 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-mfimes par des groupement 
Sriles o« des chalnes con^rtant des radicaux lipop^les 
et favorisant 1' internalisation cellulaire de ces molecules. 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
fermes associes par des couplages covalents ou non covalents 
^ des structures d' encapsidation de type liposomiques ou de 
tout autre structure lipoproteique ou lipopolysaccharidique . 

Font egalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires refermes sur eux-me«es par une Ixaison 
phosphodiester, mais comportant de plus une ou P^-ieurs 
liaTsons internes produites par des agents reactxfs 
35 appartenant 4 la structure de la molecules elle-mSme ou 
apport6s de fa^on exog6ne. 
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0 Ces mol6cules poss6deront les caractferistiques de r^sist^ice 
aux exonucl6ases des ollgonucl6otides circulaires et offrent 
de plus des conformations secondaires particull^res, pouvant 
etre adapt6es A la reconnaissance de sites particuliers sur 
des cibles pr6sentant elles-m§ines des conformations 

5 secondaires ou tertiaires particuliSres, que ces cibles 
soient des acides nucl6iques ou tout autre structure 
cellulaire ou virale susceptible de presenter une affinitfe 
61ective et s61ective envers un polynuclfeotide de structure 
priinaire et secondaire particuliSre. 

10 

Font 6galement partie de 1' invention des oligonuclfeotides 
antisens circulaires ou ferrous susceptibles de former une 
triple hfelice avec I'ARN cible- La formation d'une triple 
h61ice permet de stabiliser 1' interaction ADN/ARN entre 

15 1' antisens et la sequence cible. 

De facron g6n6rale, on peut fegalement dire qu'un antisens 
circulaire est un composfi -prodrug- par rapport A un oligo- 
nucl6otide antisens lln6aire. La coupure d'un oligonu- 
cl6otide circulaire donnera naissance t un oligonucl6otide 

20 lln6aire qui pourra exercer un effet antisens classique, 
avec retard. 

Bien qu'assez souvent les conipos6s selon 1' invention 
con5,orteront des sequences nucl6otidlques non susceptibles 

25 de s-auto-apparier font fegalement partie de 1' invention des 
oligonucleotides ferm6s comportant des r6gions auto- 
apparifees formant une structure bicatfenaire de longueur 
variable (voir figure 5) . Cette structure bicatfenaire pourra 
avoir plusieurs rdles, par exemple celui de stabiliser la 

30 mol6cule pour permettre sa circularisation, lors de la 
synthase des molecules circulaires (voir plus loin les 
proc6d6s de preparations). Cette structure bicat6naire 
pourra fegalement avoir un rfile actif, comme par exemple 
celui d' interagir avec des protfeines prfesentant une affinitfe 

35 pour cette sfequence. La structure bicatfenaire pourrait 
correspondre & une sfequence de fixation pour des facteurs 



A9 



r 



-as 



PCr/FR92/00370 

WO 92/19732 f^urt^*^»v 

18. 

0 protfeiques. En particulier, un aspect de 1' invention est de 
foumir des molecules oligonuclfeotidiques naturelles stables 
pouvant fixer des facteurs prot61ques cellulaires ou viraux 
et done interfteer avec des processus biologiques mettant en 

jeux ces factevirs. ^ 
sun exemple de 1' utilisation d' oligonucleotides ferm6s 
comportant une region auto-appari6es -des oligonucleotides 
destines a une telle application seront avantageusement 
circulaires simplement- est la competition intra-cellulaire 
avec des facteurs de transcription. Dans ce cas, la partxe 

10 bicatenaire de 1' oligonucleotide fenn6 portera la sequence 
de fixation du facteur de transcription, du r6gulateur, du 
recepteur nucl6aire bormonal que I'on desire pi6ger. 
L' interaction entre 1' oligonucleotide circ-laire 
bicatenarise et un facteur de transcription va aboutir ^ 

15 reduire la disponibilite intra-cellulaire de ce facteur, et 
done va modifier les equilibres de regulation pour lesquels 
ce facteur intervient. S'il s'agit d'un facteur de 
transcription positif , exer^ant un effet de ^^^^^^f 
blocage de ce facteur aboutira 4 une inblbition des genes 

20 con:ideres. s'il s'agit d'un facteur negatif, inbiba„. 
I'expresston de genes apres interaction avec I'ADH 
cellulaire, alors I'expression de ces genes sera stin^iee. 
Oe fa.on generale, les oligonucleotides fermes, de type 
clrculaire, de s6rie d6soxyribo- et co«portant une partie 

25 blc^air^ pourront interagir dans des buts tnerapeutiques 
atec totl f Leur proteique presentant de I'affinite pour 
iTI^N et dont on desire reduire ou alterer les effets dans 
une situation pathologique donnee. ,a«..4Ho« 
II est egalement envisager d'utiliser des oligonucleotides 

30 fermes, avantageusement circulaires, pour combiner des 
llprocLs antisens et sens dans un but de plus grande 
efficacite. ce precede consiste 4 utiliser simultanement un 
oLgonucieotide antisens ferme dirige centre I'ARN messager 
d'u! facteur de transcription, et un oligonucleotide -^sens 

35 ferme comportant une structure bicatenaire de sequence 
cerrespondant au site de fixation sur l'W)N de ce facteur de 
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0 transcription. Deux niveaux d' action sont done cibl6s 
siroultanfement, en synergie, sur la m&ne raolfecule clble, 
I'antisens diainuant la synthase de ce facteur et la 
molfecule sens exercant un effet de pi6ge sur les molecules 
rfesiduelles pouvant subsister. Les approches combinfees sens 

5 et antisens pourront fitre utilis6es soit pour cibler la mfime 
prot6ine, a deux niveaux d' expression et de fonctionnalltfe 
diffferents, soit pour attaquer deux prot6ines diffferentes, 
dans un but de recherche de la plus grande efficacit6 du 
proc6d6. 

10 

Cette approche double peut faire appel d 1' utilisation 
siinultan6e de deux molfecules diff6rentes, I'une sens et 
1' autre antisens, ou bien A une seule roo.6cule 
oligonudfeotidique fermfee coimne celle d6crite dans la figure 
15 IC. 

on autre exemple de 1' utilisation d' oligonucleotides ferm6s 
est la competition intra-cellulaire avec des facteurs 
d'af finite pour certaines sequences d'ARN bicatfenaire. C'est 

20 le cas pour certaines prot^ines de regulation interagissant 
avec les ARN messagers, en particulier avec les ARN 
messagers viraux. On peut citer par exemple le cas du 
produit du gene tat de HIV qui se fixe sur une region 
bicatenaire le l'extr6nlte 5' de I'ARN messager viral. Pour 

25 etre utilises comme agents interagissant avec tat, dans le 
cas de cet example, les oligonucleotides ferm6s -^circulaires 
par exemple- comprendraient une partie bicatenaire en s6rie 
ribo-, le reste de 1' oligonucleotide 6tant compose de 
nucleotides soit en serie ribo- soit en s6rie d6aoxyribo-. 

30 De fa<?on generale, les oligonucleotides fermes faisant 
1' Ob jet de 1' invention pourront etre utilises corome 
molecules stabilis6e8 pour le piegcage de facteurs 
proteiques presentant une afflnite pour les acides 
nucieiques, ADN ou ARN, monocatenaire ou bicatenaire, en 

35 mimant H la fois la structure priroaire (sequence) des sites 
d'af finite et les structures secondaires eventuelles 
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>L^<i»r^io A r^eveux^ structures cruciformes par 
0 (structures en 6pingxe a cneveux^ 

exeinple) . 

De tels oligonucl6ot±des ferm6s, avantageusement 
circulaires, comportant une s6quence nucl6otldlque reconnue 
par des facteurs prot6iques pourront dgalement porter des 
5 groupements rfeactifs capables d'effectuer des pontages, 
spontanea ou photo-activables, avec les prot6ines 
interagissant avec eux. 

on aspect de 1' invention, conane d6crit de facon d6taill6e au 
10 paragrapl^e pr6c6dent, est done de fournlr de nouveaux 
Oligonucleotides naturels stables capables d' etre 
internalises dans les cellules et d'interagir -^uit^ -vec 
des facteurs cellulaires o« viraux prfesentant une al.init6 
pour des sequences sp6cifiques d'acides nudfeiques. 

Font fegalement partie de 1' invention des oligonucleotides 
circulaires associ^s deux . deux grace aux con^l6»entarit.s 
Teurs sequences, pour former une structure circulaire 
bicatenaire con^l^te ou partielle (pouvant P-*--^- 
20 non-apparie«ents, autrement dit des -^^ismatches , , et 

res oligonucleotides 
r6sistante aux exonucl6ases, ces oxigo 

nucXAotides naturals, rares, artificials, ou modlfito, an 
T^^.so:^^o. ou an s.ria rito-. Caa oll^.u=l^^<^ 

25 oirculairas blcattoalraa pourrai».t etras f,*""* 
for»e I ou d'M». da tor^ V, c'..t-»-dire coaportant 
structuraa coniposltas da t«» B at z. L-H=N de fonna I est 
^ l.»DH circulaira supar-anr=ul4, dont las daux brlns 
^4,«,tant un antrelacamant. ..-»DM da fox»e V ast un «>N 

30 d^r^as brins co^l*»entair=a na sont paa an«alae*s, 
=°«t-»-dira un «)H for»6 da dau» brins co-pltoa«air.5, 
c8t:e-4-cata. L'MM btcattnaira paut adopter des 
=o»£or.ations di«6rant,s. A, B ou Z. 1* ''-^.'^ZZ 
naturall. et la plua =our«.ta da 1'«>M est una h«.ce droite 

35 ^ type B, alors que la tor»e Z, »olns fra,uenta, est una 
^i" ^ueb.. Plus alWa la forma B. Una structure 
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0 circulaire telle que celle d6crite ci-dessus, comportant 
deux brins complfementaires non entrelac6s comportera A la 
fois des hfelices gauches et des helices droites. Un tel 
oligonucleotide circulaire bicatfenaire pourra 6tre utilisfe 
conune agent de type sens, pour interagir avec des prot61nes 
5 pr6sentant de l'affinit6 pour une sequence particulifire qux 
sera prfesente sur 1' oligonucleotide consid6r6, Un tel 
oligonucleotide bicat6nalre circulaire, en s6rie ribo en 
particulier, pourra 6galement 6tre utilis6 comme 
inoDunostimulant de fa^on g6n6rale, et plus particuli6rement 

10 comma agent d' induction d' interferons . A noter que cette 
fonction d' inununostimulation potentielle que pr6sente 
certains ARNs pourra 6galement €tre «q?loitee en utilisant 
des oligonucleotides circulaires monocatfenaires prfes-sntant 
des structures bicatftnaires auto-appari6es grace 4 des 

15 coB.pie«entarit6s internes de sequence et en tirant parti de 
I'avantage que conf^re la resistance aux exonucl6ases d'une 
structure circulaire. 

III. PRfiPAIOTIOll BES OLIGOWWafiOTIDES FE»i£S 

20 . 
I^s oligonucleotides fer»6s qui font I'ob jet de 1' invention 

peuvent 6tre obtenus par voie chimique, biologique, ou par 
des approches faisant appel 4 des combinaisons des 
techniques de la chimie de synthftse et de la biologie 
25 moieculaire. 

Les oligonucleotides ferm6s peuvent done Stre pr6par6s, soit. 
d partir d' oligonucleotides lineaires, referm6s ensuite par 
des techniques chimiques ou biologiques, soit directement en 
30 tant qu' oligonucleotides par voie chimique, utilisant des 
reaction aboutissant & la cyclisation de la molecule. Ces 
deux approches sont consid6r6es successivement ci-dessous. 

l-P«£PAR«IOH D'OLICONUCXXOIIDES CIRCOTAISES A PARTIR D' OLXGO«OClXOrriOES 
35 UStkXBES PAR IBS TEOWIOTJES DE UGMIOH 
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0 Diverses mdthodes de synthase chl«ique d' oligonucleotides 
naturels ont 6t6 d6velopp6es et sont bien connu des 
spfecialistes travaillant dans les regies de I'art. Par 
exemple, une mStbode consiste d utiliser un support solade 
Li: CPG (controlled pore glass) sur lequel le premier 
5 nucleoside est fix. covale»«ent par u„ bras f -^^^^^^'/H 
Vi„ter.6diaire de son extr6ndt6 3'OH. L'extr6«it6 5'OH du 
nucleoside est protege par un groupe di-p-methoxytrityl 
acido-labile. Cette approche, utilisant la ch.m.e des 
phosphites triesters, et dans laquelle des desoxynucl6osxdes 

10 3'phosphora^dites sont utilises co™»e ~s est. appel^e 
la methode des phosphoramidites (Caruthers, 1985) . Cette 
approche est la plus utilisfee actuellement P"-^^ 
l^avantage d'etre enti^rement a«to«atique. La syntbes> d un 
ili^ucleotide A partir d'une pre=«iere unite fixee sur CPC 

15 JoLnca par «ne 6tape de deprotection au cours de laquelle 
iHTorpe trityl est eii^ne, puis une unite nucieosidic^e 
a^Le sur son groupe 5' est additionnee, les produits non- 
rfactifs sont bloques, puis un nouveau cycle de 
deprotection/activation/couplage reconvenes. Typiquement 

20 IZl^Lon d'un deoxynucieotide s'effectue selon les quatres 

6taS rivantes i) deprotection et elimination d'un groupe 

^ ™ di^etboxytrityl par I'acide , ii, ^^^^ 

produit resultant avec un ^^^^^''^^^^^^f ^^^^^^ 
^nosphora^dite, donnant un ^^-'^^ai-^^^oside pb^^^^^^^ 

2Striester, iii) acylation. c'est-a-dire blocage des 
::o:^;s S-bydroxyl n'ayant pas reagit et iv) oxydaticn 
du p^bite triester en phosphate triester La -^P^™ 
de tei? cycles conduit 4 la synthese d' oligonucleotides 
pouvant atteindre plus de 200 unites. . „tilis6e 

30 Pour citer' un second exemple, une autre approche utills6e 
p^:^ la s^these d'oligonucieotides est celle de la chi^ie 
drphospronates (Froehler et al, 1986). ^et^e approche 
co««ence par la condensation d'un desoxynucieoside 3 H 
pn^honate avec un deoxynucieoside couple . un -PP^^ 

35 ver% de silice. Des cycles de condensation successifs 
conduisent H la synthese d' oligonucleotides H-phosphonates. 
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0 Ces oligonucl6otides sont oxyd6s en une 6tape pour donner 
les phosphodiesters. 

En utilisant I'une ou 1' autre de ces techniques, ou tout 
autre proc6dure s6quentielle permcttant la synthase chlmique 
5 de chalnes polynucl6otidiques de s6quence d6terminfee a 
I'avance, on obtient des oligonucleotides lin6aires qu' il 
est possible de circulariser par voie biologique, en 
utilisant des enzymes de ligation. Pour pouvoir utiliser des 
ligases pour refemter les oligonucleotides sur eux-m6mes, 
10 les oligonucleotides doivent comporter un groupement 
terminal 5'P, que la phosphorylation du 5' terminal ait 6t6 
efCectu6 par voie chimique, ou bien par voie biologique en 
utilisant une kinase (pr6f6rentlellement la polynudiotide 
Jcinase) et de I'ATP ou tout autre donneur de phosphate. 

Diffferentes procedures convenant pour effectuer 
avantageusement la circularisation d' oligonucleotides 
linfeaires sont d6crites ci-dessous 

20 1-1-Un oligonucleotide linfeaire peut 6tre circularise en 
etablissant une structure partiellement bicatenaire aPP«-i^« 
pour permettre le fonctionnement d'une ligase, conune la T4 
ligase, au moyen d'un second oligonucleotide plus court que 
le precedent, et de sequence compiementaires aux deux 

25 extremites du premier oligonucleotide. Dans ce cas, illustr6 
figure 6, le second petit oligonucleotide fait offxce 
d'adaptateur et permet la mise bout i bout des deux 
nucleotides terminaux de 1' oligonucleotide i circulariser. 
L' action de la T4 ligase, ou de tout autre enzyme de 

30 ligation capable d' exercer son action sur J^^^" 
la circularisation en fomant une liaison phosphodiester 
entre ces deux nucleotides. Cette ligation peut se faire en 
solution, les deux oligonucleotides etant melanges dans un 
milieu permettant I'hybridation et la ligation dans des 

35 conditions de concentration et de temperature convenable 
pour favoriser la circularisation intra-catenaire et 



25 



PCr/FR92/00370 

WO 92/19732 

24 

0 d«avoriser 1« ligation i"ter-oli,o„u=l*otidi,u« powant 
dimin>.er rendement de la reaction de drcularisat.on 
proprement dite* 

l-2-One ^ariante du proc6d« d6crit au (1) consiste a 
Seffe^uer la circularisation de 1' oligonucleotide tou^ours 
un adap.ate«r, ^is en utilisant u„ oligonucleotide 
11x6 sur un support: pouvant 6tre par exen.ple de la 
fix6 sur un ft- membrane de nylon, un 

nitrocellulose ou un dferive, une «« 

de verre, une structure polysaccharidique, ou tout 
support de verre, une covalente ou non 

10 aunre support permettant de fixer ae lav 

"ifxHure^enc 1' hybridation antra - "«»"\ " ^ 
uxutsx-i- avec Inaction d'line *lgase. 

Oligonucleotide at "=7>"^^* 1- „llgonucl4otida 

catta procMur. "-^^^'^"^.t 'rioyan d'na liaison 
15 a<»'P»*'«/- - ::^-covalants. on utilisera da 

covalenta, aolt par das 1 covalcntes pamettant 

:r:rirr;r nra1:%°:L d..,.ri..tion/Xigation 
^c Trrlgonu^eotid. » =ir=ul.ri.». L' oli,onucl6ot.da 
avac 1 Ollgonuo support soit au niveau 

" d^r=::not^«r.l.":Lcta»nt a. „o.en d>un agent 
d un nucia nucl*otide Situ4 en position 

de '^^^^ ^oupa^ant r^actif . Le schema da 

prnXa .i-rntTel^: Lt.ode ..t illustr* .igure ^S- 
princlpa , - oligonucltotida adaptataur est double! 

: ptt «tta k^Ion ^= -nditlons 

l^^IX =o«r.X*a. .non^re da »ol.=ules «x*es par u„..^ 
S iSace, P.n»t de r^uire l-incidance de la "-^^J^ 
con=atto»res lors de la reaction d'Wbridation, » la suit. 

30 rriaison i„ter-oligonu=14otidi<,»as at, d'.utra P«f ' 
faciita la realisation de r4«*.urs de 

^^rand no.«.re da «is las oligonucleotide, adaptataurs 
pour da multiples cycles de circularisation. 

35 1-3-L.s oligonucleotides pourront etxe circularises an 
tira« parti da structures secondairas dtliberement 
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0 introduites en pr6voyant des s6quences capables de se 
repller sur elles-mSines en formant des structures 
blcat6nalres partielles. Par example, la figure 6 illustre 
le cas d'un oligonuclfeotide ^en halt6re"/ comportant une 
partie linfeaire formant une boucle et comportant la sfequence 
5 de type aritisens, une region bicat6naire longue de 9 paires 
de bases, et une s6quence de fermeture compos6e de T5. Cette 
structure est capable d'effectucr des auto-appariements 
donnant ainsi une mol6cule susceptible d'fitre utilis6e comme 
substrat par un enzyme de ligation coirane la T4 ligasei- Dans 

10 ce cas, le rendement de la ligation d6pend entre autres de 
la stabilit6 de 1' apparieroent au niveau de la structure 
bicat6nalre. Plusieurs sfequences d' appariement ont fait 
1' Ob jet d'6tudes comparatives et I'une des s6ep'ences 
permettant un rendement de circularisation avantageux (de 

15 I'ordre de 75%) est indiqu6e dans la figure 6. Bien que 
n'importe lesquels des nucleotides puissent 6tres utilis6s 
pour rfealiser une boucle de fermeture de longueur variable, 
on utilisera pr6f6rentiellement de 4 4 8 r6sidus, et 

principalement soit A solt T. 

20 La region bicatfenaire d' appariement pourra comporter soit 
une sequence utilis6e seulement pour la formation de la 
structure en -haltere", soit une s6quence correspondant en 
partie A la r6gion cible et potentiellement dfeplagable par 
une hybridation inter-mol6culaire . 

25 Les conditions e^6rimentales permettant la circularisation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donn6e en 
figure 6 sont indiqufees pr6cis6ment plus loin dans la partie 
experimentale (voir -Proprietes et Avantages des 
Oligonucleotides Ferm6s) . Dans le cas de cette sequence, le 

30 rendement de circularisation est de I'ordre de 75%. 

cette technique a 6t6 utllis6e pour preparer les 
oligonucleotides circulaires dont il est question dans la 
partie experimentale 

35 1-4-Les oligonucleotides circulaires pourront 6galement fitre 
formes par une structure bicat6naires referm6e sur elle-mSme 
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0 A chaque e:ctr6»itd par une courte boucle de nucleotides de 
•oncx" . Ces oUgonucX.otides pourron. ..re utilises pour 
L approchcs de type -sens" telles celles dfecrites plus 
^lut Un example typique d'un oligonucleotide sens est 
iirustre figure 6. Cet oligonucleotide con^orte une sequence 

SappaTi^e 2. nucleotides et deux boucles de .onction 

ToLees par T5 • Dans I'exemple donne ^-^^ 
oligonucleotide circulaire coiaporte une ^^-"^^-^^ 

oligonuc seouence de reconnaissance du 

bicatenaire correspondant a la sequent 

facteur de transcription hepatocytaire HNF-1 . Un tel 
facteur ae ,,ircularise simplement en tirant 

10 oligonucleotide peut etre cxrcuiarise y 

par^ie de la structure secondaire bicat6naxre fon«ee par les 
sStLe con^ie^entaires. Le point de fermeture (C est-a- 
iTlTs extTemites) de 1' oligonucleotide seront chox.^es de 
dire les „«iiieure efficacite de circularisation 

fa?on a permettre la p^urra Stre 

IS nar repliement intra-moieculaire . ce poi «- f 

Ua ou Plus o« moins distal par rapport ^ la m6diane de 
centre ou plus ^^^.trale H convient egalement de 

la structure secondaxre centrale. xx cow ;» a 

/-!^e de tels oligonucleotides peuvent etre synth6txse H 
"^ . non pas d'une reaction intra-inoieculaire, ™ais par 
partxr non pas ^ en utilisant deux 

20 une reaction ^eoiies sur eux-mSmes, presentant 

oligonucleotides lineaires ^^^^^^^ oenerant des bouts 

une structure bicatenaire P^^^^^^^^^^^^^ ^^^^ ^e schema en 
cobesif, pouvant s'apparxer entre eux (voxr 

figure 6) . 

^^1 S-Pourra «tre utillsie poor cycliser aes olljonuclSotides 

co.^X*»ent^.es ^-J- "J ...ction 

jLitlr do ion, oligonucleotide, aux extr6»it6s de 
extrtoitAs du J.O 9 a d' homologies 

I'oligonnclftotide appari*, >iSiie si il n y a p 

L ^.^enc. p------re:'7.rr'r^i:ri3r 

"r^ItTlf^rior dC ~e oligonncl.otidig.e 
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0 circulaire ferm6e comportant une partie bicatfenalre 
cent rale. 

1-6-Pour la preparation d' oligonucl6otldes circulaires en 
s6rie rlbo- <oligoribonucl6otides) A partir 
5 d'oligoribonucieotides linfeaires, les techniques utilisables 
sont de m&ne ordre que celles dfecrites ci-dessus. Cependant 
il est 6galement possible d'utlliser un enzyme, la RNA 
ligase de T4 qui est capable d'effectuer spontan6ment des 
circularisation d' oligonucleotides en s6rie ribo- ou 

10 d6soxyribo-. Cet enzy»,e permet, en prfesence d'ATP, de clore 
des oligonucleotides lin6aires et de les convertir en 
oligonucleotides circulaires. II est done possible, sans 
matrice partlculifere, et en 1' absence de tout 
oligonucleotide adaptateur de circulariser ainsi des 

15 oligoribonucieotides. Ce mSme enzyme permet 6galement de 
circulariser des oligod6soxyribonucl6otides, mais avec une 
efficacite beaucoup moins 61evee que lorsqu'il s'agxt 
d' oligoribonucieotides. La RNA T4 ligase sera employee 
avantageusement pour circulariser des oligonucleotides 

20 antisens comportant une activlte ribozymique, ou bxen pour 
circulariser des ARN -sens", comme par exemple les sequences 
d' interaction avec des transactivateurs de type tat de HIV. 

1-7-Les procedures d6crites ci-dessus font toutes Intervenir 
25 des enzymes de ligation pour former des liaisons 
phosphodiesters et clore les molecules lineaires. Pourront 
Lre ut-iii^ees pour circulariser des oligonucleotides dans 
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0 =l.cul.lres f.i.ant X'obje. de 1- invention, soit des en^y™« 
de ligation «. solution, solt des enzymes 
s„ppo« dans la but d'au^ter le rendement de 1. r^actxon 
et/ou d.«. di«in«»r xe coot ^ ^ 

Pourront 6galement erre utix^o^^ ^ . ^ ^ 

sLr^le. circulalres faisant l-objet de X' invention tout 
r^actif ohi»i<^e pe^ettant une ligation "'^-'^J-'- ^ 
exemple, et de fason non limitative, pourraxent etre 
^rUTs^s des r^actifs tela ^ le caxMdlinade ou le b.o«.r. 
de cyanogdne. 

l.a preparation d' oligonucliotides fermSs dans un but 
15 d'applfcatlon ph.r«acologiT>es, que ce solt pour des 
ex^l^entatlons sur l'a»i-al ou pour 1. ^-^^P"""" 
c^o,4s pbar«a=eutiques utllisera 

composes la t>r6paration des quantit:6s 

mStJiodes chiraiques permettant la prepairat 

les voxes naison faisant intervenxr des 

25 rouvanr-^re X'o.,e. d^une cycXisation direce^en. en 
derni^re 6t:ape de la synthase chlmique. 

«,-*riures de pr6paration d' oligonucl6otides 
30 Plusieurs proc6dures de prep 

cvcliques ont 6t6 d6critcs (Barbato et al, 1989, de vroo 
T 1988) ces approcnes, en phase liquide ou sur support, 
:i;;ettI^t*d'oLenL de courts oll.onucl.otides cyclic^es 
P®""^ . e technique consxstant » 

3S IZJ"^::^'^ rrr:"=.:::i--e par l-mter^^dlalre du 
35 fixer un prem* » xiartir d' un tel support, 

groupe amine exocycllque. A partir 
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0 1' assemblage de 1' oligonucleotide peut s'effectuer A partir 
des deux extr6mlt6s 3' et 5' qui sent prot6g6s et 
disponibles. La cyclisation est ef£ectu6e, un fois la 
synthase achev6e, en utilisant par exeraple du MSNT, apr^s 
deblocage des groupements protecteurs des deux extr6mites. 

5 

Pourront 6tre utilis6es pour synth6tiser des 
oiigonucl6otides cydlques dans le but de fabrlquer des 
mol6cules antisens ou sens r6sistantes aux exonucl6ases, 
tout proc6d6 de synthase permettant 1' Elongation d'une 

10 chalne polynucl6otidlque k partir des deux extr6mit6s 3' et 
5', et la rfeunion de ces deux extr6init6s apr6s ach^veinent de 
l'61ongatlon de la sequence choisle. Pourront €tre utilis6s 
tout proc6d6s permettant la rfeunion chlmique dt- deux 
oligonucleotides linfeaires synth6tis6s indfependamment et 

IS r6associ6s ensuite pour former une structure fermfee au moyen 
d'une reaction chimique sp6cifique des extr6mit6s. 

20 Divers proc6d6s pourront 6tre utilis6s pour fermer des 
oligonucl6otides linfeaires afin de former des structures 
closes faisant I'objet de 1' invention. Dans ces structures, 
I'un, 1' autre, ou les deux nucleotides terininaux seront 
engagfies dans une liaison de couplage. En dehors des 

25 structures strictement circulaires dfecrites plus haut, et 
que I'on pburra obtenir solt par ligation soit par tout 
autre r6action chimique, diverses d' autres structures 
fennfees d6jd 6voqu6es pourront 6tres obtenues par couplage 
chimique . 

30 C'est le cas en particulier des structures en lasso ou 1 un 
des nucleotides terminaux -avantageuseinent le nucleotide 3' 
terminal- est coupie 4 I'un des nucleotides de la partie 5' 
de 1' oligonucleotide. De telles structures pourront Stre 
obtenues en utilisant des nucleotides modifies capables 

35 d'fetablir des pontages avec d' autres parties de la molecule. 
C'est le cas egalement des structures en ballon, dans 
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0 lesquelles ub pontage a 6t6 6t:al,lit par tout agent «ntre 
de^rou plus de deux nucleotides situ6s dans les regions 
ter:ninales de 1^ oligonucUotide, ces region <.tant apparx63 
un petit nombre de nucleotides, pr6f6rentielle3nent sur 4 i 

10 niicl6oti<ies. , . 

scest le c.= *,ale».nt des oli,c„u=l*ctid,s qui serene 
fermSs par X' Intermfedialre de tout groupement, toute 
!:i:=ule ou .acrc.ol.cula per.e«a„t un -"P^''^ 
nucleotide, teoanaux entre-eux, .u entr. - 
teminaX et un nucleotide Interne, et P~ '=7;^^^^! 

10 l-efflcadt* du compose «rme de son action intra 
LTmalre antlsens ou sens. A tltre d-exe^le. on pourra 
^Ler pour cycliser les oligonucleotide des polypeptides 
!oit^ par «.e.^e = * 100 acides a^s, l.en=hal.-..ment 
^iL^idicuVdev^u: avoir una ™«se su«l.a„te pour etre 

IS Tec^r par des recepteur, cellulalres et per^ttre une 
;i^lll.ure intemallsation ou un i»ill.» adressage. 

IV. EXEMPIES 0'APPI.IC«K» 

:™s d^ tout les cas ou 11 sera avantageux de disposer 

rrollgrLieotlde presentant une 

exonucieases par rapport * un oligonucleotide imealre. 

" .es Oligonucleotides «r«es, pourront «. P'-^^""" 

Allies co»» agents «.tisens ou sens pour aglr de facon 
Jt^Tt^l sur la transcription ou la traduction de 
:::t^ur ^t ^ -eslre „oduler le niveau d-e:.resslon 

30 dans un Wit d. recherche ou de tuerapeutlque. 

Les ouelques application, possibles -ml sent donnes =1- 
dLsoTs nrsont^ des «ce^les non-exhaustifs et en aucun 
^^tatifs d. Situations dans les<^elles une approche de 
3S^ »tlsens, ou sens, pourrait etre envisageable, et ou 
t^lUsatlon d'ollgonucieotides naturels resistants aux 
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0 „onucl*ases et pr*se„t»nt une toxldt* des plu. r^dultes 
offrirait un avantage. 

Plus partlculi^renient, les con,pos6s selon 1' invention sont: 
utilisables A titre d' agent thferapeutique, notanunent co^e 
5 ageit anti-viral ou anti-canc.reux, en particulier dans des 
expositions p™eutiques pour usage topique exteme, ou 
pour usage systfemique. 

^ -. s*-re des inducteurs d' immuno- 

Mais ils peuvent 6galeinent etre aes xna 

, t r «,t-«rels tels que 1' interferon. II est possible 

la dermatologie en raxson oe de ces 

traiter et de la toxicitfe mineure ou inexistante de ces 
Toutes les affections dermatologiques, pouvant 
composes. "^""^^^ dysfonctionnement g6n6tlque pour 

.elever d'un ^'^'^^'^.^^^^^^^ ^ f.cteur fetiologique, en 
20 lesquelles on pourra % n^essager 

^««r>aitre la Sequence du gene, et/ou w« 

,0 saine et dans un domaine d' application ou lea toxicxtSs oo 
'° TrZ..l dolvent *tre, les plua baaaes poaalbles. 

a .«t* des clbles vlrales difinies plus loin, de „cn±.reuses 
. r::tea":e™atolo,l.es P™^-" ^ '^i™ 

" :rrrrra;vr%er:^r;otentiei^ ^ t.iiea 
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0 approches, on peut noter les maladies Inflanunatoires telles 
c^e les dematites atopiques ou le lupus 6ryth6mat;eux, les 
^ladies de la k^ratinisation co»me I'ichtyose et le 
psoriasis, et les «aladies tumorales coBune le mfelanome ou le 
?y»pho«e T cutanfe. Ainsi par example, des ollgonucleotxdes 
5 a^isens circulaires appliques A la dermatologie pourraient: 
^rtTirig^s centre des ABN messagers de xnfediateurs de 
Vinflanuaation cooune des interleuKines, contre des RNA 
messagers de protfeines impllqa^es dans les troubles de la 
oro^flration des cellules 6pidermiq«es, ou bien contre des 
10 le^salers codant pour des prot.ines i.pliques 

::Luelle»Lt dans le vieillisse^ent -t^. P--t^^^^^^^ 
comme par exemple la collagfenase, 1' diastase, 
transglutaminases . 

Zt„rLs et circulaires principalement, pourraient par 

,ue ce soit pour des indication, topKr-" 
sens, qu's inALcations syst&niqpjes . Par 

(dermatologiques) ou pour des "^^^""'^^^/^^ utillsfes 
i« tels oligonucl6otides pourraient fitres utxxises 

20 es£eii«)le, de tels oiigo« 

comme agents anti-herp6tiq«es <HSV 1 et HSV 2, ' 
^ole agents anti-papiHomavirus <HPV cutan^s, g^nitaux, 
ILyng6s ou autres) , conone agents anti-h6patites (HBV, HCV 
^ conoue agents anti-HIV (HIV-1 et HIV.2, , conone agent 

utilL/s comme agents de repression de 

««rtaLes protfeines cellulaires directement responsables ou 
^li^Ies Ls I'^tiologie de .naladies de la proliferation 

30 r dTla diff^renciation cellulaire. Par exemple, ces 
oLonucl^otides circulaires pourraient 6tre dirig4s contre 
oligonucAeot*« ^„n«iaires hyper-exprimSs ou 

Tov^ression d' oncogenes celluiaxres nypc* 
1' expression ^ types cellulaires 

exprim6s de facon incontr616s dans des type 
tumoraux (RAS, ERB, NEU, SIS, M3CC, M3fB, etc. . . ) • 

35 Tpariclli^, ces oligonucleotides circulaires naturels 
^sfstants auK exonucl^ases s.riques pourraient etres 
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0 utilisfes comme agent antlsens clirig6s centre des ARN 
messagers d' oncogenes exprlmfes dans des cellules leuc6n.iques 
et lnipliqu6s dans leur prolifferation, ou bien comme agents 
"sens- dirigfes centre des prot^ines & affinit6 pour 
certaines sequences de I'ADN et exprimfees ^ des niveaux 

5 pathologiques dans certaines de ces maladies prolif6ratives. 
Dans le cadre du traitement de certaines leuc6mies, pour des 
greffes de moelle, les oLigonuclfeotides ferm6s, circulaires, 
pourront 6tres utilis6s dans le cadre d' applications «ex 
vivo'* . 

pour ces nombreuses indications, des formulations gal6niques 
adfequates pourront Stres fetablies afin d'optimiser la 
d61ivrance de ces inol6cules 4 leurs cellules cibles. ^nsi, 
par exeniple, des oligonucleotides fermSs, circulaires en 

15 particulier, pourront 6tres encapsulfes dans des liposomes, 
des nano-particules, des particules LDL, ou dans tout autre 
type de micro-sph6re permettant une conservation adfequate, 
et favorisant le ciblage. Les molecules oligonuclfeotidiques 
fermfees, circulaires par exe««>le, pourraient fegalement 6tre 

20 associfees 4 des agents surfactants catieniques. II est bien 
evident que ces quelques exemples ne sent ni exhaustxfs ni 
lindtatifs. - 

Les oligonucleotides ferm6s, circulaires en particulier, 
25 faisant I'objet de I'invention d6crite ici, sont done 
susceptibles d'Stres inclus dans toutes sortes de 
preparations phannaceutigues, k des concentrations variables 
selon les indications. 

En particulier, les applications dermatologiques 6voquees 
30 plus haut exigeront la preparation de cre«es, solutions, 
femulsions, lotions, gels, sprays, poudres, aerosols, etc., 
prepares en associant i' oligonucleotide circulaire -ou 
ferme- de sequence choisie, avec les composants 
pharmaceutiques usuels entrants dans la composition de ces 
35 produits. par exemple, pour des preparations destin6es i des 
applications topiques en dermatologie, les oligonucleotides 
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0 circulaires, ou fermfes, pourront 6tre associ6s A toutes 
sortes d' agents de preservation, coinne I'hydroxybenzoate de 
«6thyle ou de propyls, le chlorure de benzalkonium par 
exemple, et a d' autre, agents de stabilisation 
d'6mulsification, de dispersion, de suspension, de 

5 solubilisation, de coloration, d' epaississement , de 
fragrances, etc... 

on doit noter que certaines de ces compositions, en 
particulier les conipositions destin6es a des applications 
topiques pour des indications en denaatologie, pourront 
10 associer A la fois des oligonucleotides circulaires -ou 
fermfes- avec d'autres principes actifs conune par exeinple des 
agents bact6riostatiques, ou antiseptiques, ou 
antimicrobiens, ou antibiotiques, ou analg6siq«c3, ou 

^rZTlZxT:: sont don„.s que pour iHustre. le 
prppos et ne sent ni exhaustifs ni limitatifs. 

V. PROPRIETBS ET AVMJTAGES DBS OLIGONUCLEOTIDES FEKMES 

20 Les exemples expferimentaux sont donn6s ci-dessous pour 
illustrL les avantages d'un oligonucleotide fer^e sur un 
^Ugonucieotide -^ouvert', lineaire, de mSme sequence. Ces 
lielpTes sont tires d' experiences realisees avec des 
:rig^ucieotides Circularises selon le proced6 indique dans 

25 la part ie «obtention des oligonucleotides Vermes , 
paragraP^e 1-3. Le, oligonucleotides ferme, dont il est 
^estion ici ,ont done des oligonucleotides circulaxres 
^oses de nucleotides naturels, relies erttre eux par des 
liaisons phosphodiester non modifiees. 

La description et les exemples font reference aux fibres 
ci-annexees sur lesquelles portent les legendes suivantes . 



Figure i: 

35 



A-Exe»^les de structures d' oligonucleotides antisens fermes, 
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0 B-Exemples de structures d' oligonucleotides sens fermfes. 

C-Mol6cule mixte pouvant exercer un effet sens et antisens. 

D-Structure des bases composant les oligonucleotides et 
5 structure de la liaison phosphodiester reliant les 
nucleotides naturels entre eux. 

Figure 2: 

10 A-Repr6sentation schfematique de certaines des modifications 
pouvant etre utilis6es pour accroltre la stabilit6 de la 
liaison phosphodiester et en particulier sa resistance aux 
endonucl^ases • 

15 B-Repr6sentation de quelques agents r6actifs de type 
intercalants pouvant 6tres coupl6s aux , oligonucleotides 
antlsens > 

Figure 3: 

20 

Exemple d'un ribozyme circulaire comportant le site 
catalytique dit -en T" et une boucle d'ABN pouvant etre 
coinpiementaire i une sequence cible. 

25 Figure 4: 

A-Representation schfematique d'un oligonucleotide circulaire 
compose de nucleotides naturels reli6s entre-eux par des 
liaisons phosphodiesters non modifiees. 

30 

B-Representation scb6matique d'un nucleotide ferme en lasso 
avec extremite 5' libre et extremite 3' bloqu6e dans le 
pontage Intra-catenaire . 

35 



37 



EPdOQtd* 



wo 92/19732 • PCr/FR9Z/00370 

36 

0 c-Repr6sentation sch^watique d'un oligonucleotide fenn6 en 
ballon, avec we liaison intra- cat6naire 6tablie entre les 
p6nulti6mes nuclfeotides tenninaux 5' et 3'. Ce type de 
structure peut comporter une ou plusieurs liaisons 
intercat6naires entre I'une quelconque des paires de 

5 nucl6otides appari6s formant la queue du ballon. 

D-Repr6sentation sch&natique d'un oligonucleotide fermfe par 
un peptide (oligopeptide) . 

10 E-Repr6sentation sch6matique d'un oligonucleotide circulaire 
comportant une extension peptidique lat6rale. 

Figure 5: 

15 A-Repr6sentation schfematique d'un oligonucleotide ferin6, 
circulaire, comportant une r6gion bicat6naire auto-appari6e 
partielle. 

B-Repr6sentation schfematique d'un oligonucleotide ferme, 
20 circulaire, coiopose d'une longue sequence bicat6naire auto- 
appariee (sequence de reconnaissance d'un facteur de 
transcription par exemple) et de deux boucles de jonction 
poly(T). 

25 Figure 6-- 

A-Circularisation d'un oligonucleotide lin6aire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement compiementaire comme guide 
et la ligase de T4. 

30 

B-Circularisation d'un oligonucleotide lin6aire en utilisant 
un oligonucleotide partiellement coinpiementaire comrae guide 
fixe sur \jn support et la ligase de T4. 

35 C-Circularisation d'un oligonucleotide comportant une region 
d'auco-appariement au moyen de la ligase de T4. 
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0 

D-Exerople de r6action bimol6culaire entire deux 
oligonuclfeotides auto-appari6s et prfesentant des bouts 
coh6sifs, permettant de g6n6rer un oligonucl6otide portant 
une longue r6gion bicat6naire et deux boucles d' adaptation . 

5 

Figure 7: 

A-Autoradiographle d'un gel de poly aery 1 amide sur lequel on 
a fait migrer divers oligonucl6otides (circulalres et 
10 llnfealres) apr6s traitement par diff6rents enzymes 
exonucleolytiques . 

La s6quence de 1' oligonucleotide c7 est celle d6crite dans 
la .Figure 6C; les oligonucleotides c6 et cB sent compcs6s de 
sequences diff6rentes mais pouvant adopter le mSme type de 
15 structure que c7, c'est-i-dire une structure ferm6e avec 
partie bicatfenaire centrale. 

Les conditions de ligation des oligonucleotides c6, c7 et c8 
sont celles decrites dans -Proprietes et avantages des 
oligonucleotides fer«es -l". 1 Hg d' oligonucleotide 

20 radioactif provenant de la reaction de ligation (pistes 5 & 
8) ou 1 Mg d' oligonucleotide lineaire correspondant (pistes 
1 a 4) ont ete analyses sur gel de polyacrylamide 15%/7M 
uree sans traitement post6rieur (pistes 4 et 5) , ou apr6s 
incubation avec la phosphatase alcaline (pistes 3 et 6), 

25 avec I'exonuciease VII (pistes 2 et 7) ou avec la 
phosphodiesterase I (pistes 1 et 8) dans les conditions 
decrites dans -Proprietes et avantages des oligonucleotides 

fermes -2". , ^ . 

L indique la position de migration des oligonucleotides 
30 lineaires ; F indique la position de migration des 
oligonuclfeotldes fermfes- 

B-Autoradlographle d'un gel de polyacrylamide sur lequel on 
a fait migrer des oligonucleotides lineaires ou circulalres 
35 apr6s Incubation en presence de s6ruro. 

1 iig de 1' oligonucleotide radioactif c7 C dont la sequence 
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0 est donn*= en figure 6C. lin^aire (U ou fe.^* 'VT^^lt 
pr^parfis « purifies co,».e d4crlt dans -Propri6t4s et 
^^a^tages des cU,onocl*otides fern*.-!". »pr*. * 
37- C pendant l.s temps indiqu*s en presence de DMEM 
contenLt 10% sto» d. veao foetal, les products ont 4te 

5 ana 's^s sur gel de polyacryl«.ide 15%/7M ur4e dans les 
conJtlons d.taill.es dans -Propriitis et avantages des 
Oligonucleotides ferrofes-a". 

C-Repr^sentation graphique de la degradation (mesuree par 
n . r! «nr ael conme d6crit pr6c6demment ) des 

oxigon ^ 10% de s6rum de veau fcetal, conwie decrit 

incubation dans 10% de sfer«a ^^^^ 

precedemiaent, du temps t=0 au temps t St> 
Lt.nir une quantification, les fragments de gel 
obtenxr une qu ^ bandes, observ6es par 

15 correspondant aux „dioacti..it6 
autoradiographies ont ^^^^^^^^ , scintillation. On 

mesurfee par comptage dans un comp ^^crradation par 

exprime les resultats en pourcentage de degradation p 
rapport A la radioactlvit6 du temps t=0. 

20 

Figure 8: 

„d.cg.a^.e -n ^-^^^^^ 

-:Z^Z':Ts .tridatlon av^ ------- 

conpertant des sAqoences conpl^mentalr.s, 

30oTTi°oir^cX*o"* radioactif c7 fer.* <r. cu 160 

30 des quantit6s croi oligonuclfeotide 42-mer 

complfementaire (pistes a a g) ou a un « y h*. la 

(12 pistes h 4 n) con^iementaire de 21 nucl6otxdes de la 
(12, piste (Figure 6C) . La quantxt6 

750 ng '<f et ». ou 1500 n, (, et n, . *pr*s ..bridatlon 
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0 dans les conditions dfecrites dans «Propri6t6s et avantages 
des oligonucleotides fenn6s-4-l'', les produits ont 6t6 
analyses sur gel non d6naturant de polyacrylamide 20%. 
Les filches indiquent les positions des oligonuclfeotides c7 
fermfe (F) , lin6aire (I>) et des hybrides c7L/12 et c7F/12. 

5 

B-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide d6naturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides linfeaires ou 
circulaires hybridfes ou non avec des oligoribonucl6otides 
comportant une region compl6inentaire puis traitfes h la 

10 nuclease SI. , ^ x • /, v 

300 ng de 1' oligonucleotide c7 fenn6 (F) ou lineaxre (L) , 
synthetises et purifi6s co««e decrit dans la Figure 8A, ou 
300 ng d'un oligonucleotide froid 42-mer (12) OKt 6tfe 
incubes avec 1 ng d'un ABN long de 43 nucleotides transcrit 

15 in vitro et marque au 32p ^ haute activite -P^^i/^^^ 
(-Proprietes et avantages des oligonucleotides fennes-4-2 ) . 
L'ARN 4 3-iner comporte 27 bases conpiementaires des 21 
nucleotides de la grande boude plus 6 nucleotides de la 
region auto-appariee de c7F (Figure 6C) ; il est aussi 

20 compiementaire de 37 bases de 1' oligonucleotide 42-mer 12. 
tores hybridation, les produits sont analyses sur gel de 
polyacrylamide 20%/7M ur6e directement (piste 1) ou apres 
incubation de 3 minutes (piste 3) ou 30 minutes (piste 4) en 
presence de la nuclease SI ou 30 minutes en absence de 

25 nuclease SI (piste 2) dans les conditions decrites dans 
-Proprietes et avantages des oligonucleotides ferm6s-4-2 .La 
partle gauche de la figure (-) montre les resultats obtenus 
avec I'ARN 43-mer incub6 seul. 

Piste 5: ARM 43-mer n'ayant subi aucun traitement poster ieur 

30 a la transcription. 

LBS fieches indiquent les positions des oligonucleotides ARN 
43-mer, c7 ferme (F) , c7 lineaire (D ainsi que celles des 
ARN proteges (BNA 37, 27 et 21) . 

35 c-Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide denaturant sur 
lequel on a fait migrer des oligonucleotides lin6aires ou 
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0 circulaires hybrid6s ou non avec des oligoribonucl6ot.ides 
comporcant une region compl^mentaire et que I'on a ensulce 

x.es oligonucleotides testes (BNA 43, c7F , C7I. et 12,, axnsl 
que les conditions d' hybridation, sont les m^es ceux 
5 ^crit dans la Figure 8B. i^r^s hybridation, les products de 
la reaction ont 6t6 incub6s en absence <-) ou presence (^) 
de la BNase H et ont et^ analyses sur gel de polyacrylamide 
To.n. ur.e dans les conditions d.crites dans 
avantages des oligonucleotides "^u c7 

10 indiquent les positions de I'HB^ 43-«er, c7 fe«ne (F) ou c7 

llnfeaire (W • 
Figure 9 : 

15 Analyse des effete d- oligonucleotides imeaires ou 
circulaires sur la croissance cellulalre. 

Figure 10 : 

20Etud. des effets inhibiteurs d' oligonucleotides ^n"-"' 
liLIires ou circulaires sur la ^.Itiplication du v.rus HSV 

1- 

Figure 11 r 

Gel de retard illustrant la fixation du f acteur de 
4=IIan HNF-1 par des oligonucleotides de type sens, 
rireXn ^ic^enafres ou farces circularisation. .es 
^C^viatipns utilisees dans cette legende se referent a la 
30 nomenclature utilis6e dans I'exemple 7. 



' 01 HNF-1 LB sans extrait nucieaire 

02 HNF-1 LB +l|ig extrait nucl6aire de foie 

03 HNF-1 CI sans extrait nucl6aire 

35 04 HNF-1 CI *W extrait nuclfeaire de f oxe 

OS HNF-1 CI non ligu6 sans extrait nucieaire 
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0 06 HNF-1 CI non ligu6 +1^9 extrait nucl6aire de foie 

07 HNF-1 C2 sans extrait nucl6aire 

06 HNF-1 C2 +lng extrait nucl6aire de foie 

09 HNF-1 C2 non ligu6 sans extrait nuclfeaire 

10 HNF-1 C2 non ligu6 +l\lg extrait nucl6aire de foie 
S 11 HNF-1 C3 sans extrait nucl6aire 

12 HNF-1 C3 extrait nucl6aire de foie 

13 HNF-1 C3 non ligu6 sans extrait nucl6aire 

14 HNF-1 C3 non ligu6 +ljig extrait nucl6aire de foie 

10 HNF-lCl, C2, C3 repr6sentent 3 pr6parations diff6rentes de 
1' oligonucleotide sens HNF-1 C. 

f ^^«.^r,<-4»n H^n M g^«^ii^iArti-^Hf».^ fffrm^R rnnipnrrnni- una rftqinn 

15 r|>a,T»-napp;>^<omoni- an movpn dP In AON H ffflflf? rift T4 . 

Les conditions exp6rimentales permettant la 
fermeture/ligation efficace des oligonucleotides dont les 
sequences sent donn6es dans la Figure 7A sont les suivantes: 

20 11 |1M d* oligonucleotide linfealre marqufe en 5' avec du g 

ATP (150 Hg; activite sp6cifique= 2-3 xlO ^ cpm/jig) , 50 mM 
Tris-HCl pH 7.B, 10 mM MgCl2r 20 mM DTT, 1 mM BSA sur M ATP 
et 10.000 unites de I'ADN ligase de T4 (2.000 u/^l; New 
England Biolabs) dans un volume total de 1 ml. Apris 

25 incubation pendant 48 heures A les melanges de 

reaction sont extraits au phenol/chloroforme/alcool 
isoainilique, pr6cipit6s 4 I'ethanol absolu, lavfes d. 
I'ethanol 80% et sfeches. Les produits de ligation sont 
ensuite s6par6s de 1' oligonucleotide non ligue par 

30 eiectrophorese denaturante en gel de polyacrylamide 20%/7 M 
ur6e. Les positions des oligonucleotides peuvent St re 
observees dlrectement par interference de fluorescence en 
irradiant & 212 nm le gel place sur une plaque contenant un 
chromophore fluorescent aux ultraviolets, ou bien par 

35 autoradiographie, L' oligonucleotide monomerique ligu6 se 
caracterise par une migration ralentie par rapport 4 son 
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i<«„A fPiaurG 7A et B) . Les bandes 

0 hoiuologue non ligue (Figure ir^ 

correspondantes a 1' oligonucl6otide monoaferique fenii6 et A 
son homologue linfeaire non ligu6 sent excis6es du gel, et 
I'ADN est isol6 par les techniques classiques d' extraction 
de gels de poly aery 1 amide. Dans le cas des s6quences 
5 consid6r6es , le rendement de formation de 1' oligonucleotide 
monom6rique ferm6 est de I'ordre de 65 A 75%. 
Alternativement, les produits de la r6action de Ixgataon 
peuvent Stres analys6s sans purification pr^alable, 
directement apr6s inactivatlon de la ligase en chauf fant 
10 le milieu de ligation pendant 2 minutes k 90' C 



r1r imn-r 1hn- n ^inx PHQ^hflrflSfta 

NOUS avons compar6 la resistance des oligonucleotides 
circulaires et lln6aires A 1' action de la phosphatase 
alcaime (phosphomonoest^rase hydrolysant les P^°«f f 
et 5' de I'ADN et de I'ARN), de 1' exonucl6ase VII 

20 (exod6soxyribonucl6ase digferant I'ADN monocat6nalre depuls 
les deux extremites 3' et 5'), et de la phosphodxeat.rase I 
(exonuclfease dlg6rant I'ADN.ou I'ABN ^ partir du 3 OH) 
p'r cette experience, les oligonucleotides 5' ^ont les 

sequences sont indiquees dans la Figure 7A ont ete prepares 

2S :Z. decrit d-dessus (paragraphe 1). ^^^f ^^^f'^^^"' ^^^^ 
melanges reactionnels ont 6te chauffes pendant 2 minutes A 
90° C afln d'lnactiver I'ADN ligase. 

1 ug d' Oligonucleotide provenant de la reaction de ligation 
ou 1 ug de 1' Oligonucleotide lin6aire homologue, non- 
30 circulLlse et utilise A titre de temoin, ont ^^^^^^^^ 
370C dans un volume de 10 m de 50 «M Tris HCl pH 7.5, 10 mM 
MgClo, 20 mM DTT en presence de 1 unite de phosphatase 
mtestinale de veau (CIP) ou de 1 unite d' exonuciease VII de 
^T.coll pendant 1 heure, ou de 5 x lO'^ unites de 
35 phosphodiesterase I de Crotalus durissu5 pendant 10 minutes. 
Lres incubation, les produits de la reaction sont analyses 
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0 sur gel de polyacrylamide 15% dans des conditions 
d6naturantes. Le r6sultat du gel est pr6sent6 en Figure 7A. 
On observe sur I'autoradiographie de ce gel que: 

-les oligonucleotides ferm6s circulaires sont 
rfesistants & la phosphatase alors que les oligonuclfeotides 
5 lin6aires y sont sensibles; 

-les oligonuclfeotides ferinfes circulaires sont 
r6sistants d 1' action de l'exonucl6ase VII alors que les 
oligonucleotides lin6aires y sont sensibles; 

-les oligonucleotides ferin6s circulaires sont 
10 resistants A 1' action de la phosphodiesterase I alors que 
les oligonucleotides lin6aires y sont sensibles. 

Cette experience montre que les oligonucleotides p, Spares 
conane indlque plus haut sont bien des molecules circulaires 
15 femiees de facon covalente, et que ces molecules presentent 
une resistance totale aux enzymes exonucieolytiques . 




20 j^yr-t e^ftftf.n ,o^^^^e^les 

Les oligonucleotides ferm6s circulaires presentent une 
resistance h la degradation nucieolytique superieure i celle 
des oligonucleotides lineaires lorsqu'ils sont incub6s en 

25 presence de sferum, 

1 ug d' oligonucleotide fer«e et 1 )Xg d' oligonucleotide 

lineaire correspondant, prepares et purifies ^^^f 

comme decrit dans le paragraphe 1, sont incubes 4 37 C dans 

10 111 de milieu DMEM contenant 10% de s6rum de veau foetal. 

30 La cinetique de la reaction est suivie jusqu'^ 96 heures, et 
les preievements effectues en fonction du ten5>s analysee sur 
gel de polyacrylamide 15% en conditions d6naturantes. 
L'autoradiographie d'un gel d' analyse de la degradation sur 
24 heures est presente en Figure 7B. 

35 La figure 7-C est la representation graphique d'une etude 
sur 96 heures de la degradation d'un oligonucleotide 
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0 lin6aire (c7L) en comparaison avec la degradation d'un 
oligonucleotide circulaire (c7F) dans les conditions 
d6crites ci-dessus. Ce graphique met en Evidence les 
differences considerables de stabilit6s entre ces deux types 
d' oligonucleotides. 

5 ces experiences permettent de tirer les conclusions 

suivantes : . j ^ 

-les oligonucleotides lineaires sont rapidement 
degrades par les nucleases du s6ru«. La degradation 
intervient des les premieres minutes de 1' incubation, et est 
10 coi!5>iete apres quelques heures; ^ . ^ 

-le temps de demie-vie d'un oligonucleotide lin6aire 
normal, non modifie, est tres inferieur A 1 heure, cette 
duree pouvant varier 16gerement en plus ou en moins selon 

les serums utilises; 
IS -la degradation des oligonucleotides lineaires est 

processlve, et on observe 1' apparition de produits de 
degradation de longueur dfecroissante, devenant de plus en 
plus courts en fonction du temps, ce qui indique que la 
degradation est principalement le fait d' exonucieases, et en 

-en revanche, les oligonucleotides fermes sont 
resistants A la nucieolyse par les enzymes seriques, et 
Ills de 60% de conversion en -^^^'-^f^ 
observ^e meme apres 96 beures (4 jours) d' incubation 4 37 C. 
25 -le tenips de demie-vie d'un oligonucleotide cxrculaxre 

ferme dans le serum est tr^s superieur 4 24 heures. 

ces resultats confirment que la degradation des 
oligonucleotides antisens dans le serum est princxpalement 
30 le fait d' exonucieases et non pas d' endonucieases et mettent 
en evidence la resistance A la degradation des 
oligonucl6otides fermfes. 

« 

Des oligonucleotides fermes naturels, ne portant pas de 
35 modifications chimiques parti culieres, presentent une 
resistance aux nucleases s6riques similaire i la resistance 
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0 d6crite pour des d6riv6s modifiSs. Cette exp6rience montre 
done que dans des condition standards d' incubation 
d'oligonucl6otides en pr6sence de sferum, les 
ollgonucl6otides ferin6s qui font I'objet de ce brevet 
pr6sentent un avantage notable sur les oligonucleotides 

5 lin^aires. 
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Pour presenter un effet antisens, les oligonucleotides 
antisens doivent pouvoir hybrider avec leur cible dans des 
conditions de stabilit6 satisf aisante . Nous avons gnalys6 
1' hybridation entre des oligonucleotides ferin6s et des 
15 polynucleotides portant des sequences coinpl6mentaires, soit 
en serie ribo- soit en serle d6soxyribo-. 

Fiwrmplfi 4-1 

on incube 300 ng d' oligonucleotide circulaire fenn6, prepare 
et purifie comme dfecrit cl-dessus, -ou 160 ng de 
1' oligonucleotide homologue lln6aire h titre de temoin- avec 

25 un oligomer froid long de 42 nucleotides comportant une 
sequence de 21 nucleotides compiementaire aux 21 bases 
formant la grande boucle dans la structure £enn6e (voir la 
sequence de la Figure 6C) Les rapports molaires entre 
1' oligonucleotide raarqu6 et 1' oligonucleotide compiementaire 

30 froid varient de 10:1 & 1:5 L' hybridation se fait pendant 1 
heure A 37-C dans IX SSC (150 jnM NaCl, 15 nM Nagcitrate, pH 
7.0). Apres incubation , les produits sont analyses sur gel 
de 20% polyacrylamide non denaturant. Les r6sultats de 
1' autoradiographic du gel sont pr6sent6s en Figure 8A. 

35 on observe sur ce gel que les cin6tiques de d6placement des 
bandes entre les positions monocat6naire et bicat6naire sont 
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0 ident.±ques pour les oligonucleotides lin^alres et les 
oligonucleotides ferm^s. Ce r6sultat signifxe que les 
efficacites d'hybridation entre un ollgonucl6otxde ferm6 et: 
un ADN complfementaire sont identiques i celles d un 
oligonucleotide linfealre avec une sequence con,pieinentaxre . 

S 

10 l.'e:^rien« sulvante ccnsiste a analyser par la te.*ni^e 
LTro««icn » 1. nuclease SX la position des r*,lon. 
Ticat^nairos lors d. 

desoxyribo„u=16ctld. «r«6 et u„ ""'"f^^""""";^"""^ 
coo^rtant une s4.^enc qui est =o.^l^".r. 4 la r^,.oo 
15 rt^cle de l.ollgonuol4otide fer.4. La nuclease SI est u^e 
:Lon„cl.ase sp.clfl<^e des addes -"^^^ 
oul ne dig4te que les siquenoes non appariSes. C est un 
^^Je ql Per»eTde cartographler le. regions qui sont sous 
TrC ^cat6n.lre et de les dlff*r.noler d.s regions 

r':^^'oli»onu=l*otlde .er„.. sy»t..tls. et purl.l* 
LTd^crlt Pius naut, avec un «K Hn^alre Ion, de .3 
nucisocides, comportant une sequence de 27 bases 
co^ptLentalres aux 21 „«=14otides de 1. 
25 rrrigo„u=l*otlde fer^* et » 6 des nucleotide, engages dans 
i. x^ion auto-.PPari*e .voir la s^^ence de la ^J^J^J^ ' 
cet ^ . *t* transcrlt par ^^'^'^^l^^ ^./^Z 

d^une n^trice synt«tl,ue ^^^^1.^ cp^/^gr Apr.s 
activitfe specifique felev6e (2,3 x iu cpw>*a/ 

30 ^rrscriptirn — ;,r::^":-n:°ger:: 

sur gel de polyacrylamide 15%/7 M ur6e, eiue a 
precipite ^ l-ethancl, puis suspendu dans de I'eau- 
Apres incubation pendant 1 heure d 37 C de 300 g 
^^Oligonucleotide .e..e ou de son ho.ologue ^^^l^^^^;-^^ 
35 ng d'i^ dans 0.15 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.9 0^ ^ EDTA 
on dilue le melange de reaction 10 fois dans 50 m NaCl, 33 
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0 mM ac6t:ate de sodium pH 4.4 et 30 HM ZnS04 et on ajoute 4 
unites de nuclfease SI. On pr616ve des aliquctes apr^s 3 
minutes et 30 minutes de digestion A 37" C et on analyse les 
produits obtenus sur gel de polyacrylamide 20% dans des 
conditions d6naturantes. A titre de contreie, on a 6galement 

5 incub6 dans des conditions identiques I'ABN radioactif en 
pr6sence d'un oligonucl6otide lin6aire compl6iiientaire A 
I'ARN sur 37 nucleotides. 

Les r6sultats de. cette experience sont pr6sent6s en Figure 
8B 

10 On observe sur ce gel que: 

-L'ARN incubfe en 1' absence d' oligonucleotide 
compl6mentaire ou en presence d'un oligonucleotide non 
compiementaire, est effect ivement non hybri^e et 
coropieteinent dig6r6 par la nuclease SI; 

15 -I'ABN incube avec un oligonucleotide lin6aire contrflle 

est protege de la digestion sur une longueur de 37 
nucleotides, ce qui correspond A la longueur des sequences 
compiementaires; apr^s 30 minutes d' incubation le profxl de 
protection se deplace vers des bandes centr6es autour de 

20 deux bandes majoritaires de 35 et 34 -^-^^ll^^l^l 
respectivement ce qui peut correspondre h une -respiration 
de la molecule bicat6naire; ^ ^ ^ 

-I'ARN incube avec 1' oligonucleotide ferme pr6sente un 
profil de protection caract6ristique, avec plusieurs bandes 

25 reparties selon une distribution centrees autour d'une bande 
de longueur de 27 nucleotides correspondant 4 la bande 
majoritaire; apres 30 minutes d' incubation les bandes 
proteges majoritaires se situent au niveau de 20 et 21 
nucleotides; 

30 -le profil de protection observe lors de 1' incubation 

de I'ARN avec un oligonucleotide de mfime sequence que 
1' Oligonucleotide circularise, mais linfeaire est identique ^ 
celui de 1' oligonucleotide circularise; 

-le schema de protection de I'ARN par 1' oligonucleotide 

35 ferme montre done que I'hybrldation entre I'ABN et la boucle 
circulaire de 1' oligonucleotide s'effectue sur une longueur 
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0 optimale de 21 nucleotides, comprenant ainsi la totalltfe de 
la boucle. L'ABN complfementalre peut mfime d6pXacer les 
nucleotides appari6s dans la partie bicat6naire ae 
1' oligonucleotide pour s'y hybrider. 

SCette experience denvontre que 1' hybridation entre un 
oligonucleotide ferme et un ARN coxnportant une region 
compiementaire e la boucle peut se realiser 
conditions de ten^erature et de force ionique ^"-^"^ 
<p,e I'hybride ainsi forn,6 presente les caracterxstxque 
10 ^rmales d'une molecule bicatenaire resistante e la nuclease 
SI- 




on salt que Xes e«ets enti«ns d- ollgonu=l*oti<ies 
^ t r*»,l«. d'une acti^ -a la K.a=e H cellulate sur 

eL^tlque .r^ aggrade lors.^'" - ""7,111^.1 

To^. d-m. hybride «»/«.». Nous avona done virifie que 
l-hyMidation antra un ollgonucltotide antia«.a Ien.4 et un 
ABN liniaire crtolt blen un substrat pour Xa BHase H. 
2= Ta^™ de X.«». Xin*alre utlXis* pcur cette exp.r.ence 
ainai que sa preparation ont 4t6 dtorite. au p«ra,rapne =1 

^:^Idatlon de 300 ng d- oXi,onu=X.otide - "J 

homclogue lin*alre aveo 1 n, d'i«» ' "„ 

30 cpm/llg) coBportant une riglon cora-ltoentaira » la P«rti«^" 

2u2e d, I'oxigonucxeotide antiaens est r^aXia^a d^a les 

condition, d*orit.. dana le paragraphs 4-2. 

aaaurent une hybridation da la totallt* de 1'«IN 4 1 «>N 

::^*»entaire. On dira que la reaction d'hybridation est 
35 -conduite' par 1.«>H. »pr*, incubation =n ^J^J;" 

Toxuae, en ajustant Xe ta»pon d' incubation 4 20 a« Tris HCi 
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0 pH 7.5, 100 mM KCl, 10 mM MgClzr 0.1 mM DTT, et on ajoute 2 
unites de BNase H. On incube 4 37''C pendant 20 minutes et on 
analyse les produits de la reaction comme ci-dessus. Les 
rfesultats du gel sont pr6sent6s dans la Figure 8C. 
On observe sur ce gel que: 

5 -I'ARN inarqu6 non hybridfe avec une sequence d'ADN 

complfementaire est conipl6tenient resistant h 1' action de la 
RNase H; 

-I'ARN ioarqu6, long de 43 nucleotides, hybridfe avec un 
oligonucl6otide lin6aire contrdle coinplftmentaire k 37 bases 

10 de I'ARN devient partiellement sensible h 1' action de la 
RNase H, et donne des produits de degradation; 

-I'ARN inarqu6 hybridfe avec un oligonucleotide fermfe, 
dent la boucle est coinplfementaire A 21 nucleotides Je cet 
AEN, devient tr^s sensible 4 1' action de la RNase H et donne 

15 une s6rie de produits de degradation dont les longueurs sont 
compatibles avec les analyses de protections 4 la SI 
dfecrites dans le paragraphe ci-dessus. 

En fait 1' experience d' induction de substrat pour la RNase H 
20 est 1' image en miroir de 1' experience de protection e la SI 
et les resultats obtenus dans les deux cas sont touc A fait 
coherents, indiquant i la fois des positions d'hybridations 
similaires et montrant qu'un substrat pour la RNase H peut 
etre crfefe par hybridation entre un ARN linfeaire et un 
25 oligod6soxyribonucl6otide circulaire. 

Cette experience montre done qu'un ARN lin6aire hyl^ridfe 
partiellement k un oligodfesoxyribonuclfeotide fermfe devient 
un substrat pour la RNase H, ce qui implique qu'un ADN 

30 circulaire hybridfe A un ARN messager cible peut exercer un 
effet antigens par le biais de 1' action de cet enzyme sur un 
substrat ainsi gen6r6. De plus, cette experience montre 
6galement que, dans des conditions exp6rimentales de 
concentration identiques, le substrat ARN/ADN circulaire 

35 donne lieu t une degradation plus importante par la RNase H 
que le substrat ARN/ADN lineaire. Dans des conditions 
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0 identiques, toutes choses 6t:ant 6gales par ailleurs, ies 
:inod^ox;ribonucl.oticies an^isens circulaires P-sen.ent 
lone un avantage suppl6»entaire sur les oligonucl^oticies 
antisens llnSaires. 



5 FV^MPT-K 6 




I,-,lig«„«=16.tlde GT. dont la sequence est donnie c.-dessou= 

experiences dtcrites i=i, soit: sous for». Iln4a.re, soit 
SOUS forme circulaire. 



15 



1 r rn tnrnlrf o^rimpni-niix 

M ■.,T.ri..rlnn r mianmiri.^orld« GI 

Sfec^ence de GT:5' GTG OGK CGT TCC TOC TGC GGG AAG CGG C 3' 

line circularisation chlmique efficace, 

oewltoentalre sulvante! 5' CCH CGC CG 3- 

pour 100 |ig d'oligonuclfeotide GT . xuu^ig 
coinpltoentaire 

0^25 M MES^ pH 7,4 
30 20 inM flgCl2 

Or2 M CnBr 

volume rfeactipnnel: 500 ja . _4 ^ ^,,-ret6e 

incubation i 4-c pendant 30 minutes. La -^^f'^'l^'^^^'^H 
=HH^ Mon de 1/10 de volume <i'ac6tate de sodim 3M, et 

par addition de i/iu .^^.^ ,es oligonuclfeotides 

nxi -> 5 volumes d'ethanol absolu, les oxx^ 
35 2,5 voxumc oolvacrvlamide dfenaturant. 

pr6cipit6s et purifies sur gel de polyacryxamx 
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T nfor.fion fif»° .-^n"!"" nrAspncp on — fin — nT7Bftnce 

Les cellules (cellules vero ATCC -passage 121- cult:±v6es en 
milieu (Gibco) MEM compl6nient6 de 5 ou 10% de SVF, de L- 
5 glutamine, d' acides amines non essentiels et de p6ni- 
strepto) sont repiqu6es la veille de 1' infection k une 
density de 5.10* cellules par puits de 2 cm2. 16 4 24 heures 
apr6s,les cellules sont infectdes avec HSVIF d une 
multiplicit6 d' infection de 3 pfu/cellule en pr6sence ou en 

10 absence d' oligonucleotides, 

Les oligonucleotides sont dilu6s dans du milieu de culture 
sans s6ruro en concentration 2X par rapport & la 
concentration finale d6sirfee pour etre ajoutfes srus un 
volume de 50 Jil. Le virus est ajoutfe 6galejnent sous un 

15 volume de SO Jil, 5 mn aprfes les oligonucleotides. Les 
cellules sont done trait6es sous un volume de lOOjll (50 \il 
oligonucleotides + 50 Jtl virus) pendant une heure A 31' C 
avec agitation douce toutes lea 15 mn. Altemativement, les 
oligonucleotides peuvent Stre ajoutes plusieurs heures avant 

20 1' infection. 

Apres 1 heure d' incubation, le milieu est aspire et 500 Hi 
de milieu complet sont ajout6s sur les cellules. 
L' incubation est poursuivie 24 h avant d'etre arrStee par 
congelation des plaques dans 1' azote liquide. 
25 Toutes les mesures d' inhibition sont ef f ectuees en duplicats 
ou triplicats. 

Tirrnrinn fin Ylnis 

Les virus sont recuperes directement dans le milieu de 
30 culture aprfes 3 cycles rapides congelation- azote 
liquide/decongeiation ik 37»C. lis sont ensiiite dilu6s en 
milieu sans serum pour effectuer la titration proprement 
dite. 

Les cellules indicatrices sont repiguees la veille en milieu 
35 coii?>let a raison de 10^ cellules/puits de 2 cm . 

Le lendemain, le milieu est aspire et on depose 100 ^1 des 
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0 diffferentes dllutions/puits. Apr6s une incubation d'une 
heure . 37«>c avec agitation toutes les 15 nm, le ^^^^^^ 
aspir6 et les cellules sont recouvertes avec du milxeu 
complet contenant 1,2% de «6tliyl cellulose (concentration 
finale de s6rum 2.5%) pendant 3 jours h 31'C. 

5 Apr^s 3 jours, le milieu est 61imin6, les cellules sont 
flSes avec du PBS-10% formol (solution A 37%, pendant 20 n« 
::rrcoir.es au c^stal Violet 2% «ians PBS.20% 6thanol, 
pendant 20 ion. l-es plaques sont ensuite rlnc6es et les 
plages sont comptfees par transparence sur le -^5-^°^"^^; 
10 Ls titration sont e«ectu6es en double pour chaque point, 

calcuxs d'inMbitions sont effectu.es par rapport aux 
titres viraux observes en 1' absence d' oligonucleotide. 

2-B&SS2lLaLS. 

-imalyse des effets d' oligonucleotides circulaires sur la 
crolssance cellulaire 

La figure 9 pr*sen« les r*sul«ts de «s»~ <ie crois=»=e 
20 ^llulLre <=alluXes vero) en pr^ence d' oXl,on»cl*<.«des 

:xrc:: rr:L\e::L^:- — s . »ne 

concentration de 20MM. crolssance sont 

25 Les restu. ^i^g^^^clfeotides lln6aires ou circulaires 

superposfees. Les oiigon toxlques sur la crolssance 

ne senOslent presenter aucun effet toxiques 

cellulaire. 

30 -an^yse des effets d- oll,onu=14ottd.s circulaires sur la 
multiplication de HSV-1 

Dans cette experience, on a compare les effets 
Dans cetfco *- i, s^auence est donnee 

d' oligonucleotides antisens (5T (dont la sequence e 
a oxxgw* ou sous forme circulaire. 

•aa ^4^»fisusl sous forme lineaire, ou souo 

IT^tlens dlff4r««es d'i^l«o» =nt *t* c=»P,r.s. 
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OEn A, les antisens sont ajout6s au moment de 1' infection, 
alors qu'en B, ils sont introduit dans le milieu 4 heures 
avant 1' infection. Les r6sultats pr6sent6s en figure 10 
montrent que des oligonucl6otides antisens circulaires 
inhilDent la multiplication virale. L' inhibition est de 30% A 

5 2 MM, et atteint 65% h SUM. A ces basses concentrations, les 
oligonucleotides circulaires prfesentent un effet 
d' inhibition sup6rieur A celui de 1 ' oligonucleotide 
lin6aire. 



10 irfKMor.K 7 

n nrr lfrftT fir- >M^<Tnnnm»ni-irH>B flp fYPP "r^nns 

l-Obtention des oligonuclfeotides de type sens 

15 Les conditions exp6ri»entales permettant la ligation 
efficace de 1' oligonucleotide dont la sequence est donn6e 
dans la figure 5-B sont similaires ^ celles dfecrites dans 

I'exemple 1. , 
Les produits de ligation sont ensuite analyses, par 
20 eiectrophorese d6naturante en gel de polyacrylamide de 

12%/ 7M ur6e- ^ , 

pour la preparation des oligonucleotides sens fermfes marques 
servant aux essais de gel de retard, les conditions sont les 

25 22n moles d' oligonucleotide sont marque en 5' avec du gamma 
32 ATP (activite specif ique 2-5xlo8 epm/Jig) , 50mM Tris HCl 
pH7,8, lOmM MgCl2, 20«M DTT, ln« ATP, 1^ bSA et 400 unites 
Z I'U llgase de T4 dans un volume de 10^1. L' incubatxon 
se fait pendant 2h A 16'C. Les produits de ligation sont 

30 purifies par eiectrophorese denaturante en gel de 
polyacrylamide de 12%/7M uree, les bandes correspondantes i 
r Oligonucleotide ferm6 sont detectees par autoradiographie 
excisees du gel et I'ADN est isoie par les techniques 
classiques d' extraction de gels de polyacrylamide 

35 Alternativement, les produits de la reaction de la legation 
sont utilises sans purification prealable, aprfes 
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0 inactivation de I'ADN ligase par chauffage du milieu de 
ligation pendant 2 minutes . 90«>C ^f^^^^^/;^/^ 
ph6nol/chlorofor«e/alcool isoamilique, prdcipitatxon a 
I'alcool absolu en presence de 20^g de glycog^ne conrn^e 
entrameur et lavage & I'alcool 80% 

^ 2-R6sistance des oligonucleotides de type sens aux nucleases 
s6riques 

I*s oligonueUoEldBS -sens- pr^sentent une resistance 4 la 

pjsence de s6r™. Les co.«.eralsons e«ectu*es ^« 
Lslstanc. des ol±gon»cl*otides circularises et des 
^nucleotides ^Icatenalres lln*alres dcnnent le^^»e»e 
rfailtats que ceu. pr4sent6s dans la figure 7-C. Dans tons 

15 Its C". Oligonucleotides fermes presentent une 

rlslst"ce superleure 4 celle des oligonucleotide, non 
It^es Le telps de des^e-vle des oligonucleotides sens 
f^^s ert superleur au ^In, d-un ^acteur 10 a celul des 
flTtnucieotides imealre. Slcatenalres non «er»e., 

20 presentent des »ctre«lte. 3' et 5' lil««s. 

3-«lse en evidence de la fixation du factear de 
3-Mlse en oligonucleotide clrculalre de 

transcription ^ ' " ^ ^ reconnaissance sous 

type sens comportant xa se^«"^^ 
25 forme auto-apparifee • 

:,.s experiences sulvantes ont ete ^I^^^^" 
^Ugon^*otldes d«.t la se.^e„ce est rappeiee ci-dessous. 

30 HNF-l NON LIGOE: _ 

3' 5' / '\ 

/"^^T-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T 6-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- T ^ 
X -T -C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-AH3-A-T-G-T-C-A-A-T- T ^.-^ 

35 
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0 HNFl-CIRCUIAIRE (HNFI-^C) : 

r -G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-t-G-A-T-C-T~A-C-A-G-T-T-A- « 



x_ -7- -c~A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- -p 

5 HNFI-LINBAIRE BICATBNAIRE (HNFl-LB) : 

-G-T-G-T-G-G-T-T-A-A-T-G-A-T-C-T-A-C-A-G-T-T-A- 
-C-A-C-A-C-C-A-A-T-T-A-C-T-A-G-A-T-G-T-C-A-A-T- 

10 NOUS avons compar6 l'efficacit6 de fixation du facteur de 
transcription HNTl (obteno h. partir d'extraits nucl6aires de 
foie) sur des oligonuclfeotides linfeaixe double brin, des 
oligonuci6otides en 6pingle & cheveux, des oligonucleotides 
circulaires, non ligu6s ou referinfes par 1' action de la 

15 ligase de T4 (la sequence de l'oligonucl6otide circulaire 
utilis6 est donn6 en figure 5-B} . 

3 f moles de chaque oligonudfeotide (activity sp6cifique 
7000 cpm/f moles pour l'oligonucl6otide lin6aire double brin 
et 3500 cpm/f moles pour les autres oligonucl6otides) sont 

20 incubfes dans un volume final de 14fa avec Ijig d'un extrait 
prot6ique nucl6aire de foie dans lOmM Hepes pH 7,9, SOinM 
KCl, 10% glycerol, 0,lmM EDTA, 0,5mM DTT, 0,5 roM PMSF, 6 mM 
MgCl2, 6mM spermine en pr6sence de 1,5 Jig de poly dl.dC-poly 
dl.dC et 250 ng d'ADN de sperroe de saumon soniqufe comme 

25 compfetiteurs non sp6cifique. Aprds 10 mn a 4»C, les melanges 
de reaction, ainsi que des centrales dans lesquels on a omis 
1' addition des prot6ines, sont d6pos6s sur un gel natif de 
polyacrylamide 6%/0,25 x TBE. A la fin de la migration, le 
gel est fix* dans une solution 10% acide ac6tique, 10% 

30 m6tanol, transf6r6 sur du papier 3MM, s6chfe et 
autoradiograi>hi6. Le r6sultat de cette experience est 
present* dans la figure 11* 
On observe que: 

1. L' affinity de fixation du facteur de transcription, 
35 pour I'oligonuclfeotide circulaire ferm6 est similaire k la 
fixation observ6e sur les oligonuclfeotides lin6aire double 
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0 brin ( ou en #pingle k cheveux, r6sultats non prfesentfes 
ici). De telles structures peuvent done 6tre utills6es conune 
agent pour fixer des facteurs de transcription, des trans- 
activateurs, ou tous autres prot6ines se fixant sur une 
s6quence d'ADN sp6cifique. 
5 2 La fixation du facteur de transcription HNFl sur 
1' oligonucleotide circulaire non ligu6 est de 5 i 10 fois 
inf6rieure ^ celle observfee sur 1' oligonucleotide 
circularise par action de la ligasc. Le site de ligation 
dans 1' Oligonucleotide sens est centre dans la portxon 
10 bicatenaire et cor«spond i I'axe du pseudopalindrome qui 
constitue le site de fixation du dimer de HNFl. La presence 
d'un «nick- destabilise done la liaison ADN/proteine Ce 
resultat confirme la nature fer«6e de 1' oligonucleotide 
circulaire "sens" trait6 par la ligase de T4. 
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RBVBNDICATIONS 



1. Agent antisens ou sens du type oligonucleotide, 
caract6ris6 en ce qu'il est constitu6 d'une ou plusieurs 
5sfequence(s) d' oligonucleotides monocat6naires, dont les 
extremites sont relives entre elles par des liens covalents 
pour former au moins partiellement une structure 
inonocatAnaire fermfee* 

10 2. Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est constitu. ^^^^^f^" 
oligonucieotidique monocat6naire dont les extr&nitfes 5 et 
3' sont reliees par une structure covalent - non 
nucl6otidique. 

Agent antisens ou sens selon la revendication 1, 
caracteris6 en ce qu'il est constitu6 f ^"f"" 

oligonuclfeotidique monocattoaire dont les «^ 
3' sont reli6es entre elles par une liaison nudfeotidique. 

4 Agent antisens ou sens selon I'une des revendlcatlons 1 ^ 
3,' c!racteris6 en ce que les sequences d' oligonucieot:ides ne 
comportent aucune extrfemitfe 5' ou 3' libre. 

25 5. Agent antisens ou sens selon I'une des revendi cat ions 1^ 
! caracterise en ce que la ou les sequence <s) 
nucl6otidique(s) du con^s^ ne co«^ortent pas de fragments 
susceptibles de s'auto-apparier. 

30 6. Agent antisens ou sens selon X'une des revendications 1 ^ 

5 caracterise en ce que les sequences nucieot^idiques du 
c;n^os6 co».portent des fragments susceptibles de s'apparxer 
pour former des auto-appariements bicatfenaires . 

35 7. Agent antisens ou sens selon la "vendication 6 
caract6ris6 en ce que les fragments susceptibles de 
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0 s'apparier peuvent 6tre s6par6s par des fragments ne pouvant 
pas s'apparier, 

8. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 & 
1, caract^risd en ce que la ou les s6quence(s) 

5 d' oligonucleotides peuvent comporter des nucleotides en 
s6rie d6soxyribo- on en sferie ribo- naturelle ou non 
naturelle. 

9. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 4 
10 8, caractferis6 en ce que un composant ayant une activity 

toiologique est grefffe sur la structure inonocatfenaire fenn6e. 

10. Agent antisens ou sens selon la revendication 9, 
caractferisfe en ce que ledlt composant est grefffe sur la 

15 structure covalente non nuclfeotidique. 

11. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
a 10, caractferis6 en ce que la structure covalente non 
nucl6otidique est une structure peptidique. 

20 

12. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
A 11, caract6ris6 en ce que la structure covalente non 
nucieotidique est une structure au moins partiellement 
lipidique. 

13 Agent antisens ou sens selon i'une des revendications 1 
t 'l2, caract6ris6 en ce que la sequence d' oligonucleotides 
est uniquement en s6rie d6soxyribo- ou en s6rie ribo- 
naturelle ou non naturelle. 

30 

14 Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
4 13, caract6ris6 en ce que au moins une sequence 
d' oligonucleotides est la sequence coropl6mentaire d'une 
region d'un ABN messager ou d'un fragment d'ADN naturel. 

IS. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
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0^14 caract6ris6 en ce que au moins une s6quence 
d' oligonuclfeotides correspond A une s6quence reconnue 
spfeclfiquement par une prot:6ine naturelle. 

16. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
5 ^ 15, caract6ris6 en ce que il comporte une partie 

polyribonucl6otidique capable d'exercer une activitfe de 
clivage en trans sur un ARN. 

17. Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
10 A 16, caract6ris6 en ce que les sequences nucl6otidiques lui 

permettent d' adapter une structure bicat6naire, faisant 
intervenir des appariements anti-parall^les et/ou parall^les 
dans une conformation de type Moebius. 

15 18, Agent antisens ou sens selon I'une des revendications 1 
a 17, caract6ris6 en ce que les sequences d' oligonucl6otides 
coroportent entre 10 et 200 nucleotides. 

19. Agent antisens ou sens selon la revendication 18, 
20 caract6ris6 en ce que les sequences d' oligonucleotides 

comportent entre 10 et 100 nucleotides- 

20. Precede de preparation d'un agent, selon I'une des 
revendications 1 A 18, caract6rise en ce que I'on a effectue 

25 la synthdse chimique partielle ou totals de la chalne 
monocatenaire du compose avwt de le cycliser. 

21. Precede selon la revendication 20/ caracterise en ce que 
la sequence d' oligonucleotides est obtenue par une methode 

30 biochimique. 

22- Application d'un agent selon I'une des revendications 1 
4 19, e titre th6rapeutique- 

35 23* Application d'un agent selon la revendication 22, 
caracterisee en ce que 1' agent est utilise h titre d' agent 
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0 anti*viral ou anti-canc6reux . 

24 implication selon la revendicatlon 23 caractferisee en ce 
que 1- agent est utilis6 conune inducteur d' ln»«uno-n,odulateurs 
naturels. 

^ 25 Application selon la revendicatlon 24 caract6ris6e en ce 
que 1' agent est utilis6 connne inducteur d' interf 6rons . 

26. Application d'un agent selon I'une des revendications 1 
10 A 19 a. titre d' agent de diagnostic in vitro ou in vivo. 

27. Application d'un agent selon la revendicatlon 26, 
caract6ris6e en ce que 1' agent est marqufe. 

15 28. Application d'un agent selon I'une des revendications 1 
& 19r en cosmfetique. 

29 composition phatmaceutiqae caracttelste en ce qae elle 
Icl^Z . titre oe principe actif au «=ina un .gen. aelon 
20 I'une des revendications 1 A 19. 

30. composition selon la revendicatlon 29, — ^^^^^^/J^ 
ce que la composition phar«.aceutique est sous une forme 
administrable par voie topique cxterne. 



25 



31. coioposition selon la revendicatlon 30, caract.ris6e en 
ce que 1' agent est utilis6 comme un agent anti-vxral. 
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Figure lA 



Figure IB 
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Figure XC 



67 



wo 92/19732 



PCr/FR92/00370 



2/16 



5'-3' 

liaison 
phosphodiesfer^ 



5'- 3' 
liaison 
phosphodiester * 



NH2 
Adenine (A) 




^ yj Guanine (G) 



5'-3' 
liaison 
phosphodiesfer < 



FIG. id 




Cytosine (C) 



68 



:03?06i20(© 



rtifir**'; •.•'M'---.'l:'-it "■ 



roDOCE 



wo 92/19732 



3/16 



PCr/FR92/00370 



0 

H 

O-P-O- 

1 

CH3 



o 
it 

O-P-0- 

I 

5 



0 

II 

0-P-O 

I 

NR 



0 

n 

-O-P-O 

I 

OR 



FIG.2A 




FIG.2B 



69- 



03-06-2003 



wo 92/19732 PCr/FR92/00370 

4/i6 



FIGURE 3. 



FIGURE 4.A. 



FIGURE 4.B. 
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FIGURE 4.C. 
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FIGURE 4.E. 



.a' 

b a' 

b .a' 

t js 

aal •aa2-aa3-aa4-aa5 



A'T- G. 
X G. 

A^ Gx 



A' 

^C, A^ 
aa1-aa2-aa3-aa4-aa5-aaB-aa7 — T-C - G - A - T 



FIGURE 5-A. 



/T T ^T-T> 

,T 'a-c-c-t-t-a-a-g-q T. 

C T-G-Q-A-A-T-T-C-C .T 

.> 

*C T 
*G-G-T-T-T' 



7i 



its 



jEP0q9105;g! 



WO 92/19732 



PCr/FR92/00370 



6/16 



FIGURE 5-B. 
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FIGURE 6-0. 
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